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RIASSUNTO  
  
Il   lavoro  svolto  nella  presente   tesi  ha  avuto   lo  scopo  di  approfondire   le  conoscenze  
relative  al  processo  meiotico   in  una  specie  modello,  Arabidopsis   thaliana,   e   in  una  
specie  di  interesse  agrario,  il  pomodoro  (Solanum  lycopersicum).  
  
In  Arabidopsis  sono  stati  perseguiti  due  obiettivi   in  accordo  con   il  progetto  europeo  
?????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????:  
-­  comprende?????????????????????????????????????????? ??????  
-­  ???????????? ??? ?????? ???????????????????? ?????????????????? ???????????????? ????? ??????
meiosi.    
  
??? ??? ?? ?????????? ?? ?????? ??????????? ????????? ?????????? ???????????? ??? ??? ?????
identificati   in   silico   e   codificanti   per   18   deacetilasi   istoniche   (HDAC)   e   13   acetilasi  
?????????? ??????? ????? ???????? ??? ?? ??????? ?????? ?????? ??? ?????? ??? ????? ?????????????
(linee  SALK  e  linea  CS  31355)  o  RNAi,  ottenute  dal  NASC.  La  selezione,  effettuata  
mediante   analisi   fenotipiche,   molecolari   e   di   vitalità   pollinica,   ha   consentito  
?????????????????? ??? ???? ?????? ???? ??????? ???? ??? ?????????????? ???? ????? HDA19   e  
presenta  riduzione  nella  fertilità  della  siliqua  e  del  polline.  Tale  linea  caratterizzata  da  
anomalie   nei   processi   meiotici   d????????????????? ??????????? ???? ????????-­over   e  
segregazione,   evidenzia   un   ruolo   meiotico   per   la   deacetilasi   istonica   HDA19   e  
analogie   con   il   mutante   iper-­acetilato   Atmcc1,   precedentemente   caratterizzato  
??????? ?????? ??? ????????? ????????? ???????????????? ??nno   indicato   che   altri   geni  
codificanti  HDAC,  HDA6  ed  HDA7,  erano  candidati  ad  avere  un  ruolo   in  meiosi.  La  
linea  RNAi  per  il  gene  HDA6  e  quella  inserzionale  per  HDA7  non  hanno  presentato  
anomalie   né  a   livello   fenotipico   nè  di   fertilità   pollinica.   I   dati   d????????? ????????????? ???
espressione  hanno  indicato  che  la  linea  RNAi  per  HDA6  ??????????????????????????????
???????? ?? ???? ??? ?????? ????? ???? HDA7   ha   questo   gene   sovraespresso   con  
????????????????????????????? ???????????-­??????????????????????? ?????????????i  non  è  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ??????
delle   linee  SALK  ed  RNAi  è  stata   identificata  una  deacetilasi   istonica   (HDA19)  con  
ruolo   in   meiosi,   pur   essendosi   evidenziate   alcune   limitazioni   legate   alle  
caratteristiche  delle  linee  stesse.  Infatti  le  linee  SALK  non  sempre  hanno  rispettato  le  
???????????????? ???????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????erzioni  in  
più  geni.    
?????????????????????????????????????????????? ????????????????????????????????????? ??????
della  metilazione  istoniche  durante  la  microsporogenesi  in  Arabidopsis  non  essendo  
mai  stato  descritto  in  pianta.  A  questo  scopo  sono  stati  impiegati  anticorpi  in  grado  di  
???????????? ?? ???????? ??? ??????? ???? ?????????? ???????????? ??? ?????????? ?????? ??? ???
???????????????? ??? ???????? ??????????????? ???????? ?? ?????????? ??????????????? ????????
istoni  H3  ed  H4  sono  acetilati  nelle  diverse  fasi  meiotiche  ?????????????????????????? ??
è  più  debole  nella  sottofase  zigotene.  Questa  osservazione  è  in  accordo  con  i  dati  di  
????????????? ??? ????? ??? ?????? ???????? ???? ??? ?????? ???????? ??? ????????????? ????? ?? ???
profase   I   è   necessario   per   una   corretta   progressione   della   meiosi.   Anche  
??????????????? ????? ?? ?? ?????????? ???????? ???????? ???? ????????????? ???? ??????????
soprattutto  per  il  residuo  K16,  in  relazione  al  comportamento  dei  cromosomi.  È  infatti  
????????????????????????????????????????????? ??????????????????????condensazione  della  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????? ????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???? ?? ??????? ?? ???? ????????? ?????????? ????????????????? ?? ?isultati   ottenuti  
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confrontati  con  quelli  della  meiosi  di  mammifero  hanno  mostrato  che   i  pattern  delle  
modifiche  istoniche  nella  meiosi   in  pianta  sono  differenti.  Questo    potrebbe  indicare  
una   diversificazione   nella   regolazione   della   cromatina   e   riflettere   le   differenze   tra   i  
pattern  di  crescita  e  sviluppo  delle  piante   rispetto  ai  mammiferi.  La   relativa  stabilità  
delle  modifiche   istoniche  durante   la  meiosi   considerata   nella   presente   tesi   a   livello  
globale,  tuttavia,  non  esclude  che  possano  esserci  variazioni  a  livello  locale.  
  
In  Solanum  lycopersicum   ????????????????????????????????????????????????????????????????
MIUR  Genopom,  è  stato  la  messa  a  punto  di  una  strategia  di  Laser  Microdissection  
Microarray   (LMM)  per   identificare  geni  espressi   in  meiosi,   con  particolare   interesse  
???? ??????? ????????????? ????????????????????????????????? ????????? ??? ?????????? ???
confronto  è  stato  effettuato  tra  le  cellule  madri  del  polline  (microsporociti)  nello  stadio  
pre-­meiotico/meiotico   e   le   microspore   nello   stadio   uni-­   e   bi-­nucleato.   Questo  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????? ??? ??????????? ????????????? ??? ???? ?????? ??? ???? ???? ?????????? ?? ???? ??-­
????????? ???????? ??? ??????? ??? ?????????? ?????????????? ??? ??????? ?????? ?????ne  
parziale   e   rappresentativa   di   una   parte   del   genoma,   ha   indicato   la   presenza,   tra   i  
geni  meiosi-­specifici,  di   due  geni  noti   per  essere  espressi   in  meiosi,  meiotic   serine  
proteinasi  e  rad51.  ????????????????????????????????????????????????????????????????eto,    
la   cui   presenza   sarebbe   stata   indice   di   cellule   diverse   dai   meiociti,   evidenzia   la  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
individuare   due   deacetilasi   istoniche   espresse   in   maniera   specifica   nei   meiociti   e  
dunque  con  un  putativo  ruolo  in  meiosi.  
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SUMMARY  
  
Meiosis   is  a  modified  cell  division  program  essential   to  all   the  sexually-­reproducing  
eukaryotes.   Starting   with   DNA   replication   and   followed   by   two   successive   nuclear  
divisions,   the   major   consequences   of   meiosis   are   chromosome   number   halving,  
reassortment  and  segregation  of  genetic  information  (Zickler  and  Kleckner,  1998).    
To   enable   correct   progression   through   meiosis,   the   chromosomes   must   undergo  
strictly   regulated   processes,   including   alignment   of   homologous   chromosomes,  
double-­strand   break   (DSB)   formation   and   repair,   and   establishment   of   meiosis-­
specific  chromosome  structures.  These  dynamic  arrangements,  accompanied  by  the  
reversible   association   of   multi-­protein   complexes   with   chromatin,   ensure   proper  
chromosome  segregation  and  production  of  healthy  gametes.  A  correct  segregation  
requires   the   establishment   of   connections   between   homologs   mediated,   in   most  
species,  by  reciprocal  recombination  events  known  as  crossing  over  (CO).  COs  also  
increase  genome  diversity  by  reshuffling  alleles  over  generations,  thereby  improving  
the   efficacy   of   natural   selection.   In   eukaryotic   organisms,   COs   initiated   by  
programmed  formation  of  DSBs  do  not  occur  randomly  along  chromosomal  DNA  but,  
rather   are   clustered   in   small   regions   of   elevated   recombination   activity.   These   so-­
??????? ??????????? ???? ??????????? ??? ???????? ????? ???? ???????????? ??????? ???
recombination.   The   factors   that   determine   hotspot   location   are   poorly   understood.  
However,   some   evidence   is   increasingly   pointing   out   that   hotspot   location   is  
influenced   by   local   chromatin   structure   (Buard   et   al.,   2009)   and   higher   order  
chromosome   structure.   Indeed,   epigenetic   states   and,   particularly,   histone  
modifications   are   recognized   as   playing   important   roles   in   these   meiotic   events  
(Ivanovska  and  Orr-­Weaver,  2006).    
Histone  acetylation  was  shown  to  be  involved  in  meiotic  recombination  either  by  local  
analysis  at  hotspots  in  different  organisms  (Yamada  et  al.,  2004;;  Merker  et  al.,  2008)  
or  by  genome-­wide  analysis  in  Saccharomyces  cerevisiae  (Mieczkowski  et  al.,  2007).  
Enrichment  of  histone  acetylation  occurs  in  recombinationally  active  regions  such  as  
chicken   immunoglobulin   locus,   fission   yeast   ade6-­M26   (M26)   locus,   budding   yeast  
HIS4   locus,   and  mouse   hotspot  Psmb9   (Buard  et   al.,   2009).  Deletion   of   a   histone  
acetylase,  Spgcn5,  required  for  ade6-­M26  hotspot-­specific  hyperacetylation,  led  to  a  
partial   decrease   in   DSBs   at   this   locus   (Yamada   et   al.,   2004).   Vice   versa,   loss-­of-­
function  of  a  histone  deacetylase,  ScRpd3p,  increases  HIS4  hotspot  activity  (Merker  
et   al.,   2008).   In   S.   cerevisiae,   histone   hyperacetylation   changes   the   genomic  
distribution   of   meiosis-­specific   DSBs,   elevating   DSBs   for   5%   of   yeast   genes   and  
reducing  DSBs  for  7%  of  the  genes  (Mieczkowski  et  al.,  2007).  Arabidopsis  thaliana  
mcc1   (meiotic   control   of   CO)   mutant   over-­expressing   a   histone   acetylase   has  
revealed   compelling   evidence   of   a   link   between   histone   acetylation   and   meiotic  
recombination  in  plants,  as  well  (Perrella  et  al.,  2010).    
A   role   in  meiotic  recombination  was  played  by  histone  methylation,  as  well.  The  tri-­
methylation   of   lysine   4   of   histone   H3   (H3K4me3)   has   been   shown   to   define   the  
location  of  initiation  sites  for  COs  in  yeast  and  mouse  (Buard  et  al.,  2009;;  Borde  et  al.  
2009).   Indeed,  DSB   formation  at  well   characterized  hotspots   is  strongly   reduced   in  
the  absence  of  Set1,   the  only  H3K4  methylase   in  yeast   (Borde  et  al.  2009).  Rad6,  
which  mediates  methylation  of  H3K4  through  ubiquitylation  of  the  H2B  lysine  123,  is  
also  required  for  full  level  of  meiotic  DSBs  (Yamashita  et  al.,  2004).    In  mouse,  a  high  
level   of   H3K4me3   was   correlated   with   high   recombination   activity   at   two   distinct  
hotspots   (Buard  et  al.,  2009).  Mouse  Prdm9  gene  has  been  shown   to   tri-­methylate  
H3K4   and   to   be   expressed   specifically   in   germ   cells   during   meiotic   prophase   I.  
Several   experiments   suggest   that   Prdm9   is   the   trans-­acting   factor   that   controls  
hotspot   activation   in  mice   as  well   as   the   factor   that   specifically   binds   to   the   13-­bp  
7  
  
consensus  motif   that   is  common  to  many  human  hotspots  (Baudat  et  al.,  2010).  So  
far,   new   insights   have   been   provided   to   explain   the   heterogeneous   distribution   of  
DSBs   along   the   chromosomes   although,   the   evolution   of   recombination   initiation  
sites  seems  to  be  different  between  organisms.    
  
The   general   objective   of   this   PhD   project   is   the   study   of   mechanisms   underlying  
meiotic   events,   especially   recombination,   by   using   the   model   plant   Arabidopsis  
thaliana  and  a  crop,  Solanum  lycopersicum.  
The   specific   aims   of   PhD   work   structured   in   three   work   packages   (WP)   are  
summarized  as  following:  
1.   To   determine   the   role   of   histone   acetylation/deacetylation   during   meiosis   in  
Arabidopsis.   In  particular,   the  relationship  between  histone  acetylation/deacetylation  
and  recombination  has  been  investigated.  
2.   To   define   the   pattern   of   histone   H3   and   H4   acetylation   and   H3K4   methylation  
during  male  meiosis   in  Arabidopsis   thaliana   to   infer   relationships   between   histone  
marks  and  crucial  meiotic  events.    
3.  To  set  up  a  Laser  Micro-­dissection  Microarray  (LMM)  approach  to   identify  genes  
expressed  specifically  during  meiosis  in  tomato.  
WP1   and   WP2   have   been   performed   accordingly   to   EU7FP   project   ????????????
????????? ??? ?????????????????????????????????????????? ??? ?????????????? ???????????
whereas  WP3  accordingly  to  MIUR  project  GenoPom.  
  
WP1:  Analysis  of  HAT/HDAC  knock-­out  mutants  
  
Histone   acetylation   is   a   reversible   process   carried   out   by   two   classes   of   enzymes  
known   as   histone   acetyltransferases   (HATs)   and   histone   deacetyltransferases  
(HDACs).  In  Arabidopsis  genome,  18  HDAC  and  12  HAT  genes  have  been  identified  
in  silico   (Pandey  et  al.,  2002).  The  biological   function   for  some  of   these  genes  has  
been   investigated   showing   their   involvement   in   plant   development   through   the  
transcriptional   regulation.  The  corresponding  mutants  often  showed  a   low  seed  set  
suggesting  a   likely   role   in   the   reproduction,  but   the  meiotic   function  of   these  genes  
was   unknown.   The   first   gene   (AtMCC1),   encoding   a   putative   histone  
acetyltransferase,  demonstrated   to  play  a  meiotic   role  was   identified   in   our   lab  and  
was  not  present   in  Pandey   list.  AtMCC1   is   involved   in  pairing,  CO  distribution  and  
segregation   during   male   meiosis   in   Arabidopsis.   In   this   PhD   thesis,   a   systematic  
analysis  of  HATs/HDACs  has  been  performed  to  identify  genes  with  a  meiotic  role   in  
Arabidopsis.   The   analysis   included   30   genes,   firstly   identified   in   silico,   and   the  
putative  HAT  gene  showing  a  strong  similarity  with  MCC1.    
The  analysis  of  HAT/HDAC  genes  started  with  the  selection  of  36  putative  knock-­out  
lines   (http://signal.salk.edu/cgi-­bin/tdnaexpress)   including   29   insertional   (T-­DNA)  
?????? ??????? ???? ?? ????? ??????? ?????? ?????? ????? ????????? ???? ????? ????? ?????
phenotype.  Afterwards,  molecular  and  cytological  analyses  were  conducted  on  lines  
selected   during   the   first   screening.   The  HDA19   knock-­out   line,   namely  CS   31355,  
confirmed   the   silique   semi-­sterility   in   the   following   generations   and,   in   addition,  
showed  a  reduced  pollen  viability.  The  hda19  mutation  segregated  as  dominant  and  
it  was  associated  with  two  copies  of  T-­DNA  inserted  in  tandem  in  the  second  exon  of  
the  corresponding  gene.  RT-­PCR  evidenced  that  HDA19  gene  was  expressed  but  at  
a  lower  level  than  in  wild  type  because  of  transcript  rearrangement.    
The  mutation   in  HDA19   gene   caused   several   abnormalities   in   microsporogenesis,  
influencing  pairing,  recombination  and  segregation  of  chromosomes.  As  compared  to  
wild  type  meiocytes  (PMCs),  homologous  chromosomes  appeared  not  fully  synapsed  
in   hda19   pachytene.   At   diakinesis   and  metaphase   I,   two   univalents   occurred   at   a  
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frequency   of   17%   of   PMCs   indicating   a   failure   of   the   obligate   CO,   that   ensures  
chromosome   association   and   correct   segregation.   In   hda19,   aberrant   prophase   II  
PMCs   showing   either   premature   dissociation   of   chromatids   or   a   mixture   of  
chromosomes/chromatids   irregularly   associated   were   observed.   The   above-­
described  defects  could  be  ascribed  to  histone  hyperacetylation  as  a  consequence  of  
HDA19   inactivation.   Accordingly,   abnormalities   in   pairing,   CO   distribution   and  
segregation   were   also   observed   in   hyperacetylated   Atmcc1   mutant.   In   other  
organisms,  histone  hyperacetylation   induced  by   treatment  with  histone  deacetylase  
inhibitors   lead   to   chromosome  segregation  defects   in  mouse   (De  La  Fuente   et   al.,  
2004;;   Akiyama   et   al.,   2006)   and   porcine   (Wang   et   al.,   2006)   female   meiosis.  
Immunolocalization   experiments   showed   that   centromeres   are   hypoacetylated   in  
human  and   in  Drosophila   (Sullivan   and  Karpen,   2004)   and   further   evidences  were  
provided   for   the   role   of   histone   deacetylation   in   epigenetic   control   of   centromeric  
heterochromatin  (Ekwall  et  al.,  1997;;  Taddei  et  al.,  2001;;  Cimini  et  al.,  2003;;  De  La  
Fuente  et  al.,  2004).     Together,   these  data  reveal  a  general   requirement  of  histone  
deacetylation   for   proper   segregation   of   sister   chromatids/chromosomes   in   meiotic  
cells.    
In   silico   analysis   evidenced   some   HDACs,   HDA6,   HDA7,   and   HDA9   as   strong  
candidates  having  a  meiotic  role  (Aiese  Cigliano  R.,  personal  communication).  RNAi  
line  for  HDA6  and  SALK  line  for  HDA7  showed  full  fertility  both  for  silique  and  pollen.  
However,   molecular   analysis   showed   that   these   lines   were   not   knock-­out   as  
evidenced  by  RT-­PCR.  Indeed,  HDA6  gene  expression  was  only  slightly  reduced  in  
the  RNAi  line  while  HDA7  showed  to  be  over-­expressed  in  the  SALK  line.  Moreover,  
the  SALK  line  for  HDA9  did  not  show  insertion  in  the  expected  locus.  These  results  
do  not  allow  us  to  conclude  about  a  meiotic  role  for  these  genes  in  Arabidopsis.  
As  a  conclusion,  the  systematic  analysis  of  HATs  and  HDACs  in  Arabidopsis  leads  to  
the   identification   of   HDA19   as   affecting   microsporogenesis.   However,   a   strategy  
based   on   the   employment   of   SALK   and   RNAi   lines   limited   the   outcome   of   the  
massive  analysis  due   to  some  problems   including   lack  of  T-­DNA   insertion,  multiple  
insertions,  incomplete  silencing  in  RNAi  lines.        
  
WP2:   Pattern   of   histone   modifications   during   male   meiosis   in   Arabidopsis  
thaliana  
  
The   histone   modification   pattern   is   well   documented   in   mammalian   oocytes.   In  
particular,   it   has   been   observed   that  N-­terminals   of   nucleosome   core   histones,  H3  
and   H4,   are   acetylated   at   prophase   I   and   deacetylated   globally   at   MI   and   MII   in  
mouse  oocyte  (Kim  et  al.,  2003;;  Sarmento  et  al.,  2004),  whereas  acetylation  was  not  
constantly  lost  in  metaphase  chromosomes  in  porcine  oocyte  (Wang  et  al.,  2006).  In  
contrast  to  acetylation,  the  methylation  status  of  different   lysine  residues  on  histone  
H3  and  H4  appears  relatively  stable  during  oocyte  maturation  (Gu  et  al.,  2010).  A  full  
survey  of  histone  modification  dynamics  during  meiosis   is  not   reported   in  plants,   to  
date.  A  brief  description  of  acetylated  histones  H3  and  H4  is  available  in  Arabidopsis  
ask1  mutant  in  comparison  to  wild-­type  (Yang  et  al.,  2006).    
The  present  PhD  thesis  focused  on  the  pattern  of  histone  H3  and  H4  acetylation  and  
H3K4  methylation   during  male  meiosis   in  Arabidopsis   thaliana.   Immunolocalization  
experiments  were  performed  with  antibodies   raised  against  acetylated   lysine   (K)  at  
residues   9   and/or   14   or   only   residue   9   of   histone   H3   (H3K914ac,   H3K9ac),   and  
acetylated   K5   or   K16   of   histone   H4   (H4K5ac,   H4K16ac)   in   Col-­0   ecotype.   The  
occurrence  of  methylated   lysine  was   investigated   using  an  antibody   raised  against  
trimethylated   K4   of   histone   H3   (H3K4me3).   The   study   of   this   specific  mark   stems  
from  the  recent  observations  in  yeast  and  mammals  showing  its  crucial  role  in  meiotic  
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recombination   (Buard   et   al.,   2009;;   Borde   et   al.,   2009).   Our   results   showed   that  
histone  acetylation  and  methylation  were   stable   throughout  meiosis.   The   signal   for  
H3K9K14ac   colocalized   with   DNA   around   the   nucleolus   and   with   the   condensed  
chromosomes.  An  uniform  signal  was  observed  during  meiosis  with  the  exception  of  
a  weaker  signal  observed  during  zygotene  according  to  studies  showing  a  decrease  
in   H3   acetylation   level   at   prophase   I   that   seems   to   be   necessary   for   a   proper  
progression  of  meiosis  (Boateng  et  al.,  2008;;  Yang  et  al.,  2006;;  Perrella  et  al.,  2010).  
Histone  H4   showed   to   be   uniformly   acetylated   at   K5   and  K16  during   all   stages   of  
meiosis.  Since  acetylation  of  H4K16  is  known  to  influence  chromatin  organization   in  
vitro   it   was   expectable   that   this   mark   could   have   a   more   dynamic   behaviour  
(Shogren-­Knaak   et   al.,   2006).   However,   the   uniformity   of   histone   acetylation  
observed  at  global  level  in  this  thesis  does  not  exclude  changes  at  local  level  that  are  
not   be   detectable   by   the   adopted  method.   In   conclusion,   it   is   conceivable   that   the  
differences   in  acetylation  dynamics  observed  during  meiosis   in  Arabidopsis   respect  
to  mammalian  could  reflect  a  different  regulation  at  chromatin  level  in  germ  cells.    
Finally,   H3K4me3   co-­localized   with   chromosomes   in   the   meiotic   stages   so   far  
examined.  In  the  stages,  where  it  is  possible  to  distinguish  eu-­  and  heterochromatin  
domains,   this   histone   mark   resulted   to   be   absent   from   heterochromatic   blocks   in  
agreement   to   studies   evidencing   H3K4me3   associated   to   euchromatic   regions  
(Kouzarides  et  al.,  2007).      
  
WP3:   Laser  Microdissection  Microarray   to   identify  meiotic   genes   in  Solanum  
lycopersicum  
  
Tomato  is  one  of  the  major  crops  grown  all  over  the  world.  Improving  our  knowledge  
of   molecular   mechanisms   regulating   meiosis   in   tomato   could   have   interesting  
applications.   However,   efficient   tools   for   forward   and   reverse   genetics   approaches  
developed  for  Arabidopsis  are  not  yet  routinely  available  for  tomato.    
The  aim  of   this  PhD   thesis   is   to   set   up   a   Laser  Microdissection  Microarray   (LMM)  
approach  to  identify  genes  expressed  during  meiosis  in  tomato.  In  particular,  we  are  
interested   in   the   identification   of   HAT/HDAC   genes   specifically   expressed   during  
meiosis.  
Toward   the  completion  of   this  goal,  a  cell-­specific   transcriptional  profiling  has  been  
applied   to   compare   meiocytes   at   pre-­meiotic/meiotic   stages   (Pollen   Mother   Cells,  
PMCs)  with  microspores.   Target   cells  were   captured   from   sectioned   anthers   using  
Laser  Capture  Microdissection  (LCM)  system.  Basically,  a  thermoplastic  film  adheres  
to  the  cells  selected  with  an  inverted  microscope.  Evidences  in  other  species  indicate  
that  LCM  is  a  powerful  tool  for  isolating  specific  tissues,  cell  types  and  organelles  in  a  
manner   conducive   to   the   extraction   of   RNA,   DNA   or   protein   (Nelson   et   al.,   2006;;  
Nakazono   et   al.,   2003;;   Klink   et   al.,   2007;;   Tang   et   al.,   2010;;   Barra,   2008).   This  
represent  a  very  important  advantage  for  the  study  of  reproductive  cells  considering  
that   previous   transcriptomic   studies   employed   whole   organs   such   as   stamens   or  
florets,  which  are  composed  of  mixed  types  of  cells.  
Preliminary   experiments   were   performed   to   identify   the   developmental   stages   of  
PMCs   and   microspores   as   related   to   floral   bud   size.   Moreover,   laser   parameters  
including   power,   duration   and   spot   size,   were   set   up   to   perform   a   high   capture  
efficiency   and   specificity.   The   LMM   experiment   performed   at   Biogem   lab   (Ariano  
Irpino,  AV)   involved   three  biological   replicates   for  each  cell   type.  More   than  10000  
meiocytes  and  6000  microspores  were  captured  and  high  quality  RNA  was  extracted.  
The   polyA+  ????? ???? ????? ?????????? ???? ??????????? ?????????????? ??? ??????????
?????????????? ???? ??????? ????????? ?????? ???? ??? ???? ?????????? ?????????? ???????
genes/loci.  A  total  of  631  genes  resulted  differentially  expressed  between  PMCs  and  
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microspores.   Among   them,   112   and   156   were   PMC-­specific   and   up-­regulated   in  
PMCs,   respectively.  Although,   the  microarray  chip  was  not   representative  of  all   the  
tomato  transcriptome,  two  genes  specifically  associated  with  meiosis  were  identified  
among  PMC-­specific  genes  thus  demonstrating  the  effectiveness  of  our  experiment.  
Moreover,  the  specificity  of  the  capture  was  demonstrated  by  the  absence  of  a  gene  
specifically   associated   with   the   tapetum   (TOMA108),   which   surroundes   the   male  
reproductive   cells.   Finally,   two   histone   deacetylases   have   been   identified   among  
PMC-­specific  genes  thereby  suggesting  a  specific  role  during  meiosis  in  tomato  and  
thus  supporting  a  more  general  involvement  of  histone  deacetylation  in  plant  meiosis.  
In  conclusion,  Laser  Microdissection  Microarray  approach  was  successfully  set  up  to  
collect  PMCs  in  tomato  and  to  obtain  cell  specific  transcription  profiling.    
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ASPETTI  EPIGENETICI  DELLA  MEIOSI  IN  ARABIDOPSIS  THALIANA  
  
1.  INTRODUZIONE  
1.1  La  meiosi  
La   meiosi   è   un   processo   di   divisione   cellulare   essenziale   per   la   riproduzione  
sessuale   negli   eucarioti,   la   cui   funzione   è   quella   di   generare   cellule   germinali   che  
contengono   la  metà  del  materiale  genetico  delle  cellule     parentali.  La   fusione  delle  
cellule  germinali  ristabilisce  nella  progenie  la  ploidia  iniziale  (Ma,  2006).    
Diversamente   da   quello   che   accade   in  mitosi   dove   ad   un   ciclo   di   replicazione   del  
DNA  segue  un  ciclo  di  divisione  nucleare,  in  meiosi  dopo  un  solo  ciclo  di  replicazione  
del  DNA  si  verificano  due  cicli  di  divisione  nucleare  denominati  meiosi   I  e  meiosi   II.  
La  meiosi  I  è  caratterizzata  dalla  ricombinazione  e  dalla  segregazione  dei  cromosomi  
omologhi  (divisione  riduzionale),  mentre  la  meiosi  II  è  simile  alla  mitosi  e  risulta  nella  
segregazione   dei   cromatidi   fratelli   (divisione   equazionale).   Sia   nella   meiosi   I   che  
nella  meiosi  II  si  riconoscono  quattro  fasi:  profase,  metafase,  anafase  e  telofase.  La  
profase   della   meiosi   I   è   ulteriormente   suddivisa,   in   accordo   con   le   caratteristiche  
citologiche  dei  cromosomi,  in  5  sottofasi:   leptotene,  zigotene,  pachitene,  diplotene  e  
diacinesi   (Dawe,   1998;;   Zickler   and   Kleckner,   1999;;   Stack   and   Anderson   2001;;  
Armstrong  and  Jones,  2003).    
??????????? ?????? ???????? ??? ?????? ?????????? ???? leptotene   i   cromosomi   cominciano   a  
condensare,   formand?? ?????????? ?? ???? ?? ???????? ?????????? ????????? ?????????? ??????????
Affinchè   la   separazione   degli   omologhi   avvenga   in   maniera   appropriata,   è  
????????????? ??????????? ???? ????? ??? ???????????? ????? ???????? ??????????? ?????? ?????????
questo   riconoscimento   si   man??????? ???? ??????????????? ?????? ????????????????
transiente  tra  gli  omologhi  a  cui  fa  seguito  la  giustapposizione,  ed  infine  la  sinapsi.  La  
sinapsi  comincia  nella  sottofase  dello  zigotene  ?????????????????????????????????????
stabile   tra   i   cromosomi   omologhi   che   coinvolge   la   formazione   di   una   struttura  
????????? ?????????? ????????? ??????????? ??????????????? ????? ????????? ??????? ???
?????????????? ?????? ???????? ?? ?????? ??????????? ????? ?? ?????????? ??? ?????????? ????
pachitene,   in   cui   ciascuna   coppia   di   cromosomi   omologhi   appare   come   un   unico  
sottile   filamento.   Nel   diplotene   ?? ?? ?? ?????????????? ?? ???? ????????? ??? ?????????
tranne   che   a   livello   dei   chiasmi,   che   rappresentano   i   punti   in   cui   sono   avvenuti   i  
?????????? ?????? ???)   tra   i   cromatidi   non   fratelli.   La   successiva   ulteriore  
condensazione   dei   cromosomi   omologhi   uniti,   chiamati   bivalenti   in   un   organismo  
?????????????????????????? ????????????????diacinesi.  Durante  la  profase  I  si  verifica  uno  
degli   eventi   cruciali   della   meiosi,   la   ricombinazione,   che   risulta,   oltre   che   nella  
conversione   genica,   nei   CO   ossia   nello   scambio   di   regioni   cromosomiche   tra   gli  
omologhi.    
In  metafase  I??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
cellula   con   i   centromeri   orientati   verso   poli   opposti.   In   anafase   I   i   cromosomi  
omologhi,  in  seguito  alla  rimozione  delle  coesine  lungo  i  bracci  cromosomici,  migrano  
verso   i  poli  opposti  della  cellula  e,   in   telofase   I,  decondensano  parzialmente  prima  
????????????????????????????????????meiotica.  Di  seguito  si  descrive  il  processo  meiotico  
di  una  specie  dicotiledone  poiché  una  monocotiledone  si  differenzia  per   le  modalità  
di  citochinesi.  
I   cromosomi   condensano   nuovamente   in   profase   II   e   si   allineano   su   due   piani   di  
divisione  in  metafase  II.  In  anafase  II  i  cromatidi  fratelli  si  separano  e,  in  telofase  II,  
ricostituiscono   4   nuclei,   ciascuno   contenente   un   numero   aploide   di   cromosomi.   La  
citochinesi,   infine,   produce   4   cellule   aploidi   (Ross   et   al.,   1996;;   Armstrong   and  
Jones,  2001).  
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La  fase  più  complessa  e  di  maggior  durata  della  meiosi  è  la  profase  I.  Esperimenti  di  
??? ?????????,  utilizzando  la  5-­bromo-­2-­deoxyuridine,  hanno  infatti  dimostrato  che,  in  
Arabidopsis   thaliana,   la   durata   della   sottofase   leptotene   è   di   6   ore,   delle   sottofasi  
zigotene/pachitene  di  15,  mentre  le  restanti  fasi  della  divisione  meiotica  avvengono  in  
circa  3  ore.  La  fase  G2  del  ciclo  meiotico  avviene  invece  in  9  ore,  determinando  una  
durata   complessiva   della  meiosi,   dalla   fine   della   fase   di   replicazione   del   DNA   allo  
stadio  di  tetrade,  di  circa  33  ore,  alla  temperatura  di  18,5°C.    
La   condensazione,   la   coesione   tra   i   cromatidi   fratelli,   l'appaiamento,   la   sinapsi,   la  
ricombinazione  e   la   corretta   segregazione  dei   cromosomi   omologhi   sono  gli   eventi  
che   caratterizzano   la   meiosi.   Questi   saranno   trattati   singolarmente   nei   successivi  
paragrafi  sebbene  siano  correlati  tra  loro.  Infatti  mutazioni  in  un  singolo  gene  hanno  
spesso  ripercussioni  in  due  o  più  eventi  contemporaneamente.  
    
1.1.1  Condensazione  
  
La   condensazione  dei   cromosomi   è   essenziale   per   il   successo   della   segregazione  
sia  in  meiosi  che  in  mitosi.  Nel  lievito  e  negli  animali  è  stato  identificato  un  gruppo  di  
??????????????????????????????? ????????? ???????????????????????????????????????
(SMCs),   che   interagisce   con   i   cromosomi   per   mantenere   elevato   lo   stato   di  
condensazione  (Hirano,  2000;;  2002).  Negli  eucarioti  ci  sono  6  diversi  tipi  di  proteine  
SMC,  SMC1-­6,   tra   le  quali  solo  SMC2  e  SMC4  sono  specificamente  coinvolte  nella  
condensazione  dei  cromosomi.    
Arabidopsis  possiede  due  geni  omologhi  di  SMC2,  AtCAP-­E1  ed  AtCAP-­E2  (Siddiqui  
et  al.,  2003)  e  un  gene  omologo  di  SMC4,  AtCAP-­C  (Siddiqui  et  al.,  2006).  I  mutanti  
di  AtCAP-­E1  (E1-­/-­)  e  AtCAP-­E2  (E2-­/-­)  sono  vitali  e  fertili,  mentre  il  doppio  omozigote  
(E1-­/-­  E2-­/-­)  e  AtCAP-­C-­/-­  ???????????????????????????????????????  mutante  esprimente  una  
sola   copia   funzionale   del   gene   AtCAP-­E1   (E1-­/+   E2-­/-­)   esibisce   una   morfologia  
anomala  dei  cromosomi  in  metafase  I  ed  anafase  I  che  potrebbe  essere  determinata  
da  difetti  nella  condensazione  dei  cromosomi.   Il  mutante  AtCAP-­C-­/+  mostra   invece  
aberrazioni  nella  condensazione  dei  cromosomi  del  polline  in  mitosi.  
  
1.1.2  Coesione    
  
???????????????? ?????????? ????????? ?? ??????????????????????????????????? ??????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????anafase  II.  
??  essenziale  per  la  segregazione  dei  cromosomi  omologhi,  poichè,  insieme  ai  COs,  
????????? ??? ??????? ????? ???? ???????? ??? ???????? ????????? ?????? ????????? ????? ?????
transizione   metafase   I/anafase   I.   La   rimozione   della   coesione   lungo   i   bracci   dei  
cromosomi  permette   la  separazione  degli  omologhi   in  anafase   I   (Klein  et  al.,  1999;;  
Orr-­Weaver,   1999;;  Watanabe   and   Nurse,   1999;;   van   Heemst   and   Heyting,   2000).  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
Sia  la  coesione  dei  cromatidi  fratelli  che  la  sua  rimozione  sono  dunque  critiche  per  la  
meiosi.  Difetti  in  questi  processi  possono  risultare  in  una  separazione  prematura  dei  
cromatidi   fratelli   e   in   una   segregazione   anomala   dei   cromosomi   (Székvölgyi   and  
Nicolas,  2010).    
La   coesione   dipende   dal   complesso   multiproteico   delle   coesine.   In   lievito,   tale  
complesso  in  meiosi  comprende  almeno  4  proteine:  SMC1  e  SMC3,  SCC3  e  REC8.  
In  Arabidopsis?? ?????????????REC8,  SYN1/DIF1,   è   coinvolto  nella   corretta   coesione  
tra   i   cromos?????????????????????????????????????????????? ?????et  al.,  2003).  Nel  
mutante   syn1   la   coesione   tra   i   bracci   cromosomici   in   leptotene   è   assente   e   la  
???????????????????????????????????? ????????????????????????????(Cai  et  al.,  2003).    
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Come   SYN1   anche   AtSCC3   è   necessario   al   mantenimento   della   coesione   dei  
centromeri   in   anafase   I   (Chelysheva   et   al.,   2005).   Nel   mutante   atscc3   si   osserva  
infatti   una   separazione   prematura   dei   cromatidi   fratelli   già   in  meiosi   I.  Arabidopsis  
presenta  un  gene  omologo  di  SMC1  (AtSMC1)  ed  uno  di  SMC3  (AtSMC3).  Mutazioni  
???????????????????????????????????????????????????et  al.,  2002).  Il  loro  coinvolgimento  in  
meiosi   è   supportata   dalla   loro   elevata   espressione   nelle   gemme   fiorali.   Inoltre   la  
proteina   AtSMC3   è   stata   osservata   associata   ai   cromosomi   in   cellule  meiotiche   in  
maniera  dipendente  da  SYN1  (Lam  et  al.,  2005).  
Per   quanto   riguarda   la   risoluzione   dei   chiasmi   e   la   separazione   dei   cromosomi  
omologhi,  entrambe  dipendono  dalla  rimozione  di  REC8  lungo  i  bracci  cromosomici  
operata  dalla  proteina  ESP  che  codifica  per  una  separase  in  anafase  I   (Buonomo  et  
al.,   2000;;   Kitajima   et   al.,   2003).   Le   proteine   appartenenti   alla   famiglia   SGO  
??????????? ????? ???????????? ??? ???? ??? ??????????? ????? ???????????? ??,   quando  
nuovamente   la   degradazone   di   REC8   facilita   la   separazione   dei   cromatidi   fratelli  
(Rabitsch  et  al.,  2003;;  Katis  et  al.,  2004;;  McGuinness  et  al.,  2005).  In  Arabidopsis  il  
silenziamento  del  gene  ESP  interferisce  con  la  normale  rimozione  di  SYN1  dai  bracci  
cromosomici  e  dai  centromeri  bloccando  il  rilascio  della  coesione  in  meiosi  I  e  II  (Liu  
and  Makaroff,  2006;;  Yang  et  al.,  2009).    
Il   mutante   Atask1   mostra   anomalie   nella   separazione   e   nella   segregazione   dei  
cromosomi   omologhi   in   anafase   I   (Yang   et   al.,   1999).   Infatti   nei   microsporociti   di  
Atask1  alcuni  cromosomi  rimangono  associati  e,  quando  sottoposti  alla  tensione  dei  
microtubuli,   si   frammentano.   Il   gene  ASK1   codifica   per   un   omologo   della   proteina  
SKP1  che  costituisce  il  complesso  SCF  (SKP1,  cullin/CDC53,  F-­box  protein)  (Zhang  
et   al.,   1995)   coinvolto   nel   riconoscimento   di   alcune   proteine   destinate   ad   essere  
degradate  dal  proteasoma  26  S  (Zheng  et  al.,  2002).  Il  fenotipo  in  meiosi  del  mutante  
Atask1  suggerisce  che  il  complesso  SCF  sia  in  questo  caso  coinvolto  nella  rimozione  
dei  gruppi  di  coes??????????????????????????????????????????????????????????????????
proteina  ASK1  in  leptotene-­??????????? ????????????????????????????????????????????
????? ??????? ?????? ????? ????????? ?????? ???????? ?? ?? ???? ?????????? ?????? ?????????? ??????
separazione  dei  cromosomi  possa  essere  una  conseguenza  indiretta  (Ma,  2006).  
Oltre  alle  diverse  sub-­unità  delle  coesine  anche  il  gene  SWI1/DYAD  è  coinvolto  nella  
coesione  dei  cromatidi   fratelli  durante   la  meiosi  (Mercier  et  al.,  2001;;  Agashe  et  al.,  
2002).  In  particolare,  nei  meiociti  maschili  di  Atswi  si  ha  il  rilascio  della  coesione  dei  
bracci   cromosomici   e   del   centromero   prima  della  metafase   I.  Mercier   et   al.   (2003)  
propongono  che  la  proteina  SWI1,  associata  ai  cromosomi  solo  in  pre-­leptotene,  sia  
coinvolta   nella   promozione   della   coesione   tra   cromatidi   fratelli   ma   che   non   sia  
responsabile  del  suo  mantenimento.    
  
1.1.3  Appaiamento  e  sinapsi  
  
Il   regolare   appaiamento   e   una   corretta   sinapsi   dei   cromosomi   omologhi  
contribuiscono   ad   una   accurata   segregazione   dei   cromosomi   in   meiosi.   La  
??????????????? ???? ??????????? ????????? ????? ??????????? ??????? ?????
??????????????????? ???? ????????? ??? ??? ????? ?????? ??????????? ???? ??????? ?? ?? ???????????
movimenti      dei   cromosomi   durante   le   fasi   iniziali   della  meiosi   portano   i   cromosomi  
omologhi  in  stretta  prossimità  e  promuovono  il  loro  riconoscimento  ed  appaiamento.  
In  Arabidopsis?? ?? ????????? ????????? ???????????????? ???? ???????????????????? ???? ??????
membrana  nucleare  (Armstrong  et  al.,  2001).    
??? ???????????????? ?????appaiamento   degli   omologhi   è   determinato   dalla   formazione  
???? ?????????? ?????????????? ?????? ?? ??? ??? ???????????? ????????????? ??????? ?????
una   struttura   tripartita   costituita   da   due   filamenti   paralleli,   che   costituiscono   gli  
elementi  laterali,  formati  a  partire  dagli  elementi  assiali  (Zickler  and  Kleckner,  1999),  
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e   da   un   elemento   centrale,   parallelo   agli   elementi   laterali   e   ad   essi   connesso   per  
mezzo   degli   elementi   trasversi   (Zickler   and   Kleckner,   1999;;   Schwarzacher,   2003;;  
Higgins  et   al.,  ??????? ??????????? ????????? ?? ??????????? ?????? ?????? delle   proteine   che  
formano  gli  elementi  trasversi  (Zickler  and  Kleckner,  1999;;  Higgins  et  al.,  2005).    
?? ???????? ?????????? ????????????????? ???? ?????? ???????? ????? ????????? ??????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????? ?????? ?????????? ??? ????????? ?? ??????????????? ???? ???? ???????????
??????????????? ???? ???? ????????? ????? ??? ??????????? ????? ??? ??? ????????? ?? ????? ???
osserva  la  formazione  di  univalenti  anziché  di  bivalenti  alla  fine  della  profase  I  (Ross  
et  al.,  1997;;  Caryl  et  al.,  2000;;  Cai  and  Makaroff.,  2001;;  Armstrong  et  al.,  2002;;  Bass  
et   al.,   2003;;   Nonomura   et   al.,   2004).   In  Arabidopsis   sono   stati   isolati   due  mutanti  
asinaptici,  asy1  ed  aph2.  Atasy1  ????????????????????????? ??????????????????mminile  
che   in  quella  maschile   (Ross  et  al.,   1997;;  Caryl  et  al.,   2000).  La  proteina  ASY1  si  
localizza  sugli  elementi  assiali  e  mostra  similarità  di  sequenza  con  HOP1  di   lievito,  
? ???????? ?????????????????? ????? ?? ?? ?????????????????? ?????? ?????????? AtAPH2  
????????? ???? ???? ????????? ???? ??? ??????????? ?? ???????? ??? ????????? ???? ??? ?????????
????? ??? ????????? ?????????? ?????????????????? ?????????? ??? ??????? ????? ????? ??????????
????????????????? ?? ?????? ??????????? ???? ?????????? ????? ???? ???? ??????? ??? ????????
Atdsy1?? ???????? ?? ????????? ??? ?????????? ??? ????????? ???? ?????? ?????? ??????????? ????
diplotene   (Caryl   et   al.,   2000;;   Ross   et   al.,   1997).   In   tutti   questi  mutanti   si   osserva,  
come   sopra   riportato,   un   elevato   numero   di   univalenti   in   metafase   I   e,   in  
conseguenza,  una  segregazione  aberrante  in  anafase  I  e  II.    
???????? ?? ?? ???? ?????????? ????? ?? ???? ?????? ??????????? ??? ????????? ???? ???
costituiscono   mostrano   una   similarità   relativa   non   alla   sequenza   ma   alla   struttura  
secondaria;;   per   questo   motivo   è   stato   difficile   identif?????? ?? ??????????? ????? ?? ???
Arabidopsis.   In   particolare,   tramite   una   combinazione   di   strumenti   bioinformatici,  
Higgins  et  al.  (2005)  hanno  identificato  2  omologhi  di  ZIP1  di  lievito:  ZIP1a  e  ZIP1b.  
Anche   in   Arabidopsis   così   come   in   lievito,   ZIP1   costituisce   una   subunità   degli  
????????? ?????????? ?? ????????????? ????? ??????????? ?????? ???????? ????????? ????? ??? ???
Arabidopsis   i   singoli   mutanti   in   uno   dei   due   geni,   ZIP1a   o   ZIP1b,   mostrano   una  
ridotta  fertilità,  una  riduzione  nel  numero  dei  chiasmi  e  un  ritardo  nella  profase  I.  Le  
linee   RNAi   che   non   esprimono   affatto   la   proteina   ZIP1   mostrano   cromosomi   non  
allineati,   o,   occasionalmente,   interamente   allineati   ma   non   interamente   associati.  
Sono   state   osservate,   inoltre,   associazioni   di   cromosomi   non   omologhi   e   ciò  
suggerisce  un  effetto  di  ZIP1  ???????????????????????  
  
1.1.4  Ricombinazione  
  
La   ricombinazione,  a   livello  di   singolo   individuo,  è  un  evento  biologico   critico  per   il  
????????????????????????????????????????????????????????????? ???????????????????????
dei  cromosomi  omologhi   fino  alla   transizione  metafase   I/anafase   I  e  per   la  corretta  
segregazione   dei   cromosomi   in   anafase   I.   Infatti,   gli   omologhi,   in   assenza   dei  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ???
si  separano   in  cromosomi  singoli   (univalenti),  che  segregano   in  maniera  sbilanciata  
nelle   fasi   successive   (Székvölgyi   and   Nicolas,   2010).   A   livello   di   popolazione   e   di  
specie,  la  ricombinazione,  insieme  al  riassortimento  casuale  dei  cromosomi  di  origine  
materna   o   paterna,   determina   la   redistribuzione   del   materiale   genetico   tra   le  
???????????? ??? ??????????? ??? ?????????? ????????? ???? ???? ?????????? ???????????? ??? ????
popolazione.  Questo,  ovviamente,  ha  importanti  implicazioni  ecologiche  ed  evolutive  
(Ma,  2006).    
Per  spiegare  il  processo  di  ricombinazione  negli  eucarioti  è  stato  proposto,  sulla  base  
di   studi   biochimici   in   lievito   ed   in   cellule   animali,   il   modello   di   ricombinazione  
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??????????????????????????????????????????????????????et  al.,  1983).  Secondo  tale  
modello   la   ricombinazione  ha   inizio   con   la   formazione  dei  DSBs,  ossia  di  eventi   di  
???????????????????? ?????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
libera   si   appaia   ???? ??? ????????? ?????????????? ????????????? ???????? ???? ??????  
?????????? ??????????????? ?????   (Single  End  Invasion,  ???????????????? ??? ???????????
alla   sua   estensione   dovuta   alla   sintesi   del   DNA   (strand   exchange),   originerà  
????????????? ??? ????????? ?????? ?opo   la   cattu??? ??????????? ?????????? ???????? End  
????????????????????????????????????????????????????????????????????tà  di  ottenere  CO  o  
non  CO  (NCO).  Recenti  studi  supportano  una  modifica  di  questo  modello  secondo  la  
quale   la   decisione   di   produrre   CO   o   NCO   avviene   prima   della   formazione  
???????????????????????iday  (Bishop  and  Zickler,  2004).  
Numerosi  geni  coinvolti  nella  ricombinazione  meiotica  sono  stati   identificati   in   lievito  
(Fig   1A),   C.   elegans,   Drosophila   e   in   mammiferi.   Molte   sono   le   evidenze   che  
supportano   la   conclusione   che,   sebbene   ci   siano   variazioni   tra   gli   organismi,   negli  
eucarioti   gli   intermedi   e   gli   enzimi   chiave   della   ricombinazione   sono   comuni  
(Székvölgyi  and  Nicolas,  2010).   In  Arabidopsis???????? ???????? ??????????????????????
geni  omologhi  coinvolti  nella  ricombinazione  hanno  dimostrato  la  conservazione  della  
funzione  di  questi  geni  anche  nelle  piante  (Fig  1A).  
  
Figura   1A:   Rappresentazione   dei   meccanismi   e   delle   proteine   coinvolte   nella   ricombinazione   omologa   (HR)  
durante  la  prima  profase  meiotica??????????????????????????????????????????????????? ??????????????????????????????????????
????? ?????Arabidopsis  e  in  lievito,  rispettivamente;;  in  (d)  è  mostrata  la  morfologia  dei  cromosomi.  Le  proteine  il  cui  
coinvolgimento   è   stato   sperimentalmente   verificato   sono   mostrate   come   forme   geometriche   colorate;;   quelle  
putativamente  coinvolte  come  forme  non  colorate;;  quelle  sconosciute  con  il  punto  interrogativo.  
  
Modificata  da  Schuermann  et  al.  (2005).  
  
In   Saccharomyces   cerevisiae,   S.   pombe,   Drosophila,   C.   elegans,   ed   alcuni  
mammiferi   i   DBSs   sono   generati   dalla   topoisomerasi   II   SPO11   (Keeney,   2001;;  
Lichten,  2001;;  Dernburg  et  al.,  1998;;  McKim  et  al.,  1998;;  Romanienko  and  Camerini-­
Otero,  1999).   In  Arabidopsis  esistono  tre  omologhi  di  SPO11  (Hartung  and  Puchta,  
2000;;  2001),  e  due  di  questi,  AtSPO11-­1  (Grelon  et  al.,  2001)  e  AtSPO11-­2  (Stacey  
et  al.,  2006),  mostrano  anomalie  nella   formazione  dei  bivalenti   in  profase   I   ed  una  
notevole   riduzione   della   frequenza   di   ricombinazione   tra   i   cromosomi   omologhi.  
Spo11-­1   e   Spo11-­2   sono   inoltre   necessari   per   il   corretto   appaiamento   e   per   la  
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regolare  sinapsi  degli  omologhi.  AtSPO11-­3  non  è  invece  coinvolto  in  meiosi  (Yin  et  
al.,  2002).  
In  lievito,  il  complesso  proteico  MRX,  costituito  da  MRE11,  RAD50  e  NBS1  (XRS2),  è  
richiesto   per   la   formazione   ed   il   processamento   dei   DSBs   indotti   da   SPO11.   In  
??????ultimo  evento   il   rilascio   di  SPO11  dal  DNA,   oltre   che  dal   complesso  MRX,   è  
mediato  anche  dalla  proteina  SAE2/COM1.    
In  Arabidopsis  sono  stati   identificati  gli  omologhi  di  MRE11,  RAD50  e  SAE2/COM1  
(Hartung  and  Puchta,  1999,  Gallego  et  al.,  2001;;  Akutsu  et  al.,  2007;;  Uanschou  et  
al.,  2007).  A  differenza  di  quanto  avviene   in   lievito,   in  Arabidopsis  MRE11e  RAD50  
non   sono   essenziali   per   la   formazione   dei   DSBs  ma   solo   per   il   processamento   e  
quindi   il   riparo  dei  DSBs.  Infatti   i  meiociti  di  Atrad50  e  Atmer11,  così  come  quelli  di  
Atcom1,   mostrano   cromosomi   frammentati   in   profase   I;;   questo   suggerisce   che   si  
formano  i  DBS  indotti  da  SPO11,  ma  che  il  riparo  dei  DBS  è  alterato  (Bleuyard  et  al.,  
2004b;;  Puizina  et  al.,  2004;;  Uanschou  et  al.,  2007).  Nei  doppi  mutanti  mre1-­spo11-­1  
e  com1-­spo11  non  è  stata  difatti  osservata  frammentazione  cromosomica.    
Nel  processamento  dei  DSBs,  iniziato  da  MRX,  COM1  e  da  esonucleasi  richieste  per  
????????????? ?????? ?????????? ??? ??? ???? ?? ???? ??????? ?????????????? ????? ?????????? ???
proteine  RecA  DNA  ricombinasi  RAD51  (Smith  et  al.,  1987;;  Smith  and  Wang,  1989;;  
Cox,   1999)   e   DMC1   (Bishop   et   al.,   1992).   Queste   proteine   si   legano   ai   filamenti  
sing???? ??? ???? ???? ??????? ???? ????? ??? ????? ????????? ???? ?????????? ????????????? ???
??????????????? ????????????????????????????????????????????????????????????????????
intatto  (dsDNA),  mediante  il  riconoscimento  di  sequenze  omologhe  e  la  promozione  
del  successivo  ???????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????? ??????????????????????????????????????? ????????? ????????????????????
??????????? ?????? ??????? ??? ????? ???? ??????????? ?????????????? ???? ??????????
omologhi.  In  lievito  in  assenza  di  RAD51  e  di  DMC1  si  osserva  una  bassa  (Scrad51)  
o   nulla   (Scdmc1)   efficienza   di   ricombinazione.   In   Arabidopis   il   mutante   Atrad51  
????????? ???????????? ????????????????? ?????? ????????? ?? ?????? ???????? ??????????
cromosomi   ammassati   e   connessi   con   ponti   di   cromatina   in   metafase   I   che  
separandosi   si   frammentano   in   anafase   I   (Li   et   al.,   2004).   Le   connessioni   tra   i  
cromosomi   potrebbero   essere   dovute   ad   interazioni   tra   cromosomi   non   omologhi  
(Vignard  et  al.,   2007).  Nel  mutante  Atdmc1   ???????????????? ??? ???????? falliscono   in  
quanto  si  osservano  in  metafase  I  solo  cromosomi  univalenti  che  daranno  origine  ad  
una   segregazione   casuale   dei   cromosomi   e   ad   una   bassissima   fertilità.  
Diversamente  da  Atrad51,  nei  meiociti  di  Atdmc1  non  si  osserva  la  frammentazione  
dei   cromosomi   in   anafase   I.   Infatti   in  Atrad51   il   riparo   dei  DSBs   indotti   da  SPO11  
fallisce,   mentre   in   Atdmc1   i   DSBs   sono   processati   da   RAD51   mediante   la  
??????????????? ???? ?? ?????????? ?????????? ??? ?????? ???????? ?? ???????? ??? ???????? ?? ????
mammiferi   che   RAD51   è   coinvolto   nella   ricombinazione   in   mitosi   (inter-­sister  
homologous   recombination)   e   che   in   meiosi   RAD51   processa   i   DSBs  
preferenzialmente   attraverso   la   ricombinazione   tra   cromatidi   fratelli;;   in   cellule   di  
lievito   in   meiosi,   quando   dmc1   è   silenziato,   la   ricombinazione   avviene   solo   tra   i  
cromatidi   fratelli   (Schwacha   and   Kleckner,   1997).   Una   funzione   di  DMC1   sarebbe  
quindi   quella   di   prevenire   il   riparo   dei   DSBs   attraverso   la   ricombinazione   tra   i  
cromatidi  fratelli  e  di  favorire  la  ricombinazione  tra  i  cromosomi  omologhi.    
?????? ????? ????? ?????????? ? ??????????????? ??????????????? ??? ???? ?????????????????? ??
?????????????????????-­loop  (strand  exchange)  e  tra  quelli  con  una  funzione  conservata  
sia   in   lievito   che   in   pianta   vi   sono   alcuni   paraloghi   di   RAD51   (RAD55-­RAD57   in  
lievito,   RAD51C   e   XRCC3   in   Arabidopsis),   MND1-­HOP2/AHP2   e   BRCA2.   In  
Arabidopsis  non  sono  stati  invece  ancora  identificati  gli  omologhi  di    RAD52,  RAD54,  
RDH54,  MEC1  e  MEI5  di  lievito.  RPA,  indispensabile  per  il  processamento  dei  DSBs  
in   lievito,  è  stato   identificato   in  Arabidopsis,  ma  non  è  risultato  essenziale  nelle  fasi  
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iniziali   del   pathway   di   ricombinazione   così   come   dimostrato   in   lievito;;   potrebbe  
essere  coinvolto  nello  step  successivo  di  ?strand  end  capture?.  
Cosi   come   i   CO   ed   i   NCO   si   originano   mediante   due   distinti   pathway,   anche   la  
formazione   dei   CO   avviene   mediante   almeno   due   diversi   pathway   in   lievito   e  
Arabidopsis  (Zalevsky  et  al.,  1999;;  Novak  et  al.,  2001;;  Copenhaver  et  al.,  2002).  Un  
???????????????????????????????????????????????????????????ate  ZMM  (Zip1,  Zip2,  Zip3,  
Zip4,  Msh4,  Msh5  e  Mer3),  mediante  le  quali  si  originano  i  CO  di  classe  I.  Il  secondo  
?????????????????????????????????????????????????????????????????? ????????????????
quale  si  originano  i  CO  di  classe  II.  I  CO  di  classe  I,  a  differenza  dei  CO  di  classe  II,  
sono   soggetti   ad   interferenza,   un  meccanismo   che   impedisce  ai  CO  di   avvenire   in  
regioni   adiacenti   sul   cromosoma.   In   S.   cerevisiae   e   in   Arabidopsis   il   pathway   di  
ricombinazione  dipendente  da  ZMM  è   responsabile  della   formazione   della  maggior  
parte   dei   CO   mentre   in   C.   elegans   della   totalità   dei   CO.   In   S.   pombe   e   in   D.  
melanogaster,   invece,   il   pathway   di   ricombinazione   è   solo   dipendente   da  MUS81:  
infatti,  non  esiste  interferenza  tra  i  CO  in  questi  organismi.    
I   mutanti   di   lievito   appartenenti   al   gruppo   epistatico   ZMM,   così   come   i   mutanti   di  
Arabidopsis   nei   geni   omologhi   AtMSH4,   AtMSH5,   AtMER3   e   AtZIP4/AtSPO22,  
mostrano  una  drastica   riduzione  dei  crossing  over   (85%)  e  assenza  di   interferenza  
tra   i   CO   residui   (15%)   che   hanno   una   distribuzione   per   cellula   e   per   cromosoma  
casuale   (Hollingsworth  et   al.,   1995;;  Mazina   et   al.,   2004;;  Nakagawa   and  Kolodner,  
2002;;  Novak  et  al.,  2001;;  Higgins  et  al.,  2004;;  2008;;  Chen  et  al.,  2005;;  Chelysheva  
et  al.,  2007).    
La   funzione   biochimica   delle   proteine   ZMM   non   è   del   tutto   chiara  ma   le   evidenze  
????????? ???? ?????? ????? ?? ????? ??????????? ??????? ???? ??????? ??? ??????? ?????
intermedi   della   ricombinazione   stabilizzando   e   direzionando   i   SEI   e   dHJ   verso   il  
pathway  di  ricombinazione  soggetto  a  interferenza  (Mazina  et  al.,  2004;;  Snowden  et  
al.,  2004).  Altre  due  proteine,  MLH1  e  MLH3  (MutL  Protein),  assicurano  che  i  dHJs  
siano  risolti  come  CO  piuttosto  che  NCO.  Il  secondo  pathway  di  ricombinazione,  non  
?????????????????????????????????????????????????????????????????ME1  (Nagakawa  and  
Ogawa,   1999;;   de   los  Santos  et   al.,   2003;;   Bishop   and  Zickler,   2004;;  Hollingsworth  
and   Brill,   2004;;   Stahl   et   al.,   2004).  MUS81   è   una   endonucleasi   che   può   agire   sul  
DNA  di  diversa  conformazione;;  possiede,   infatti,   la  maggiore  attività  quando  agisce  
sui  D-­loops  e  sugli  Intermedi  di  Holliday  prima  della  cattura  della  seconda  estremità  
libera   dei   DSBs   (sHJ)   (Osman   et   al.,   2003;;   Whitby,   2005).   In   S.   pombe   e   S.  
cerevisae  i  mutanti  mus81/mms4/eme1  hanno  un  fenotipo  severo  in  meiosi  (Boddy  et  
al.,  2001;;  De  los  Santos  et  al.,2003):  in  particolare,  nel  primo  organismo  si  osservano  
difetti  nella  segregazione  dei  cromosomi  e  nel  secondo  un  arresto  nella  progressione  
della  meiosi  in  profase.  In  entrambi  gli  organismi  il  fenotipo  è  comunque  causato  dal  
fallimento  del  riparo  dei  DSBs  in  quanto  i  difetti  in  meiosi  sono  assenti  in  presenza  di  
???????????????????????????????????????????????????????????Arabidopsis  Atmus81  non  
mostra   difetti   evidenti   in   meiosi.   Higgins   et   al.   (2008)   riportano   comunque   che  
sebbene  Atmus81  abbia  una  frequenza  dei  chiasmi  per  cellula  (0,85)  simile  a  quella  
del   genotipo   controllo,   il   doppio   mutante   Atmsh4/Atmus81   ha   una   frequenza   dei  
chiasmi  minore  rispetto  a  quella  osservata  in  Atmsh4  (1,25),  indicando  che  AtMUS81  
deve  avere  un  ruolo  nella  formazione  dei  CO  indipendente  da  MSH4.  
  
1.1.5  Segregazione  
  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
in   diacinesi.   La   formazione   regolare   dei   bivalenti,   però,   non   è   una   condizione  
sufficiente  affinchè  avve??????????????????????????????????????????????????????????
anafase  I.  Infatti  prima  che  questi  ultimi  possano  separarsi,  i  bivalenti  devono  migrare  
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e   localizzarsi   al   centro   del   fuso  meiotico   e   la   coesione   tra   i   cromatidi   fratelli   deve  
??????? ?? ?????? ??????mblaggio   e   la   funzionalità   del   fuso   meiotico   così   come   la  
distribuzione  e   la  successiva  degradazione  proteolitica  delle  coesine  rappresentano  
eventi  fondamentali  per  la  corretta  segregazione  dei  cromosomi  omologhi.  Infatti,  nel  
mutante  di  Arabidopsis  Atatk1,  nel  quale  la  struttura  dei  microtubuli  non  è  bipolare  in  
pro-­metafase  I,  i  bivalenti  falliscono  il  corretto  allineamento  sulla  piastra  metafasica  e  
la  separazione  degli  omologhi  è  asincrona  e  sbilanciata  (Chen  et  al.,  2002).    
Anche   il   mutante   Atmps1   mostra   una   conformazione   caotica   dei   microtubuli   che  
determina  una  segregazione  distorta  dei  cromosomi  (Jiang  et  al.,  2009).  Nel  mutante  
Atask1,  sebbene  la  struttura  e  la  morfologia  dei  microtubuli  non  risulti  alterata  (Yang  
et  al.,  1999),  i  difetti  nella  distribuzione  delle  coesine  (Zhao  et  al.,  2006)  determinano  
una   separazione   anomala   dei   cromosomi   omologhi   in   anafase   I.   Nei   meiociti   di  
Atask1  alcuni  cromosomi  rimangono  associati  tra  loro  e,  sottoposti  alla  tensione  del  
fuso   in   anafase   I,   si   tendono   e   si   frammentano.   In   Atesp   i   difetti   a   livello   della  
coesione,  dovuti  alla  mancata  rimozione  della  coesina  REC8  dai  bracci  cromosomici,    
interferiscono  con  la  separazione  dei  cromosomi  in  anafase  I  e  II  (Liu  and  Makaroff,    
2006).   In   meiosi   I,   i   cinetocori   dei   cromatidi   fratelli   sono   mono-­orientati   per  
??????????? ??????????????????????????????????????????????????????????????????????????
meiociti  dei  mutanti  Atscc3  e  Atrec8  la  coesione  dei  centromeri  è  mantenuta  durante  
la  profase  ma  viene  persa  in  anafase  I  e  i  cinetocori  hanno  un  orientamento  bipolare  
anzichè  monopolare  trasformando  la  prima  divisione  meiotica  in  una  simile  alla  mitosi  
(Chelysheva  et  al.,  2005).  
  
1.1.6  Citochinesi  e  citoscheletro  
  
Al  termine  della  meiosi  II  si  osservano  quattro  cluster  di  cromosomi  che  andranno  a  
formare  i  quattro  nuclei  aploidi,  che,  separati  dalle  membrane  cellulari  e  dalle  pareti  
vegetali,  generano  le  quattro  microspore  (Otegui  and  Staehelin,  2004).  Vi  sono  due  
meccanismi  della  citochinesi:  nelle  monocotiledoni  le  pareti  cellulari  sono  assemblate  
dopo   la   telofase   I   e   la   telofase   II   (citochinesi   successiva);;   nelle   specie   dicotiledoni  
queste  si  formano  dopo  la  telofase  II  (citochinesi  simultanea).   In  Arabidopsis   le  due  
divisioni  meiotiche   sono   seguite   da   un   unico   evento   di   citochinesi.   Nelle   piante   la  
citochinesi   è   mediata   dal   fragmoplasto,   formato   principalmente   da   microtubuli   e  
?????????? ??? ??????? ?? ???????????? ??????????? ???? ??? ??????????? ?????? ?????? ???????
cellulare.   ??? ?????????? ?????? ??????? ?????????? ?? ???????????? ??????????????ne   tra   i  
microtubuli   che   si   irradiano   dalla   superficie   dei   4   nuclei   (Sistema   Radiale   dei  
Microtubuli,   RMS).   Gli   RMS   definiscono   e   demarcano   i   domini   citoplasmatici   delle  
future  spore.   Il   fallimento  della  citochinesi  può  portare  alla   formazione  di  spore  con  
più   di   un   nucleo   (sinciziali)   o   di   spore   non   aploidi.   Una   citochinesi   simultanea  
prematura,  ossia  al  termine  della  meiosi  I,  ha  come  effetto  la  formazione  di  diadi  o  un  
arresto  della  meiosi.    
In  Arabidopsis   il  mutante  stud/tes  (Hulskamp  et  al.,  1997;;  Spielman  et  al.,  1997)  ha  
evidenziato  anomalie  in  citochinesi.  Al  termine  delle  divisioni  meiotiche  si  osservava  
una  singola  microspora  con  quattro  nuclei  solo  parzialmente  separati  dalle  pareti.   I  
nuclei  erano  capaci  di  compiere   le  successive  divisioni  mitotiche  originando  granelli  
di   polline   di  maggiori   dimensioni   con   quattro   nuclei   vegetativi   e   fino   ad  otto   nuclei  
spermatici.   TES/STD   codifica   per   una   kinesina   necessaria   per   la   formazione   o   il  
mantenimento   dei  MT   radiali   (Yang   et   al.,   2003)   coinvolti,   come   precedentemente  
indicato,  nel  determinare   i  piani  di  divisione  delle  microspore.  Nel  mutante  Atms4  si  
formano  diadi  alla  fine  della  meiosi  I  che  persistono  durante  lo  sviluppo  delle  antere  e  
poi   degenerano   (Chaudry   et   al.,   1993).   In   un   altro   mutante   Atsap   che   mostra   la  
produzione  di  diadi,   la  meiosi   femminile  si  arresta  dopo   la  prima  divisione  meiotica  
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(Byzova  et  al.,  1999).  Il  ruolo  di  SAP  in  microsporogenesi  è  sconosciuto  in  quanto  le  
antere  degenerano  prematuramente.    
Durante   la   progressione   della  meiosi   e   la   citochinesi   i  microtubuli/microfilamenti   di  
una   fase   meiotica   sono   gradualmente   sostituiti   o   riarrangiati   in   quelli   della   fase  
successiva   (Brown   and   Lemmon,   2001).   Mutazioni   associate   con   anomalie   del  
citoscheletro  sono,  per  esempio,  quelle  associate  alla   formazione  di  polline  2n.  Nel  
mutante   Atps1   la   maggior   parte   dei   microsporociti   mostrano   fusi   paralleli   che  
originano  diadi  non   ridotte  oppure   fusi   con  un  orientamento   tripolare   che  originano  
?????????? ??????et  al.,  2008).  
  
1.1.7  Progressione  meiotica  
  
Per  assicurare   il   successo  di   un  processo  così   complesso   come  quello  meiotico  è  
necessario  che  il  tempo  e  la  sequenza  dei  diversi  eventi  meiotici  siano  rigorosamente  
regolati.   Negli   organismi   animali   il   controllo   della   progressione   meiotica   avviene  
media???? ????????????? ???? ??????????? ??? ?????????????? ?????? ??????????????? ??
??????????????????? ?????????? ??????????????? ?????-­Orr-­Weaver,   1997).  Nelle   piante  
?????????????? ???? ????????????? ?? ??????????????? ??? ?????????? ????????????? ?? ???????
ancora  da  chiarire?????? ???????????????????????????????????????????????????????????????
da   quello   che   accade   in   lievito   o   in   animali,   non   si   ha   un   arresto   della   meiosi   o  
apoptosi   dei   meiociti   in   seguito   a   mutazioni   in   geni   meiotici.   Per   esempio,   nel  
mutante   dmc1   di   lievito   il   fallimento   nel   riparo   dei   DSBs   comporta   un   arresto   in  
pachitene   (Bishop   et   al.,   1992)   mentre   in   Arabidopis   la   meiosi   comunque   si  
completa.  
In  Arabidopsis  il  mutante  tam  non  entra  in  meiosi  II  e  si  osserva  la  formazioni  di  diadi  
alla   fine   della   meiosi   I   e   gameti   funzionali   non   ridotti.   TAM   è   cruciale   per   la  
transizione  dalla  meiosi   I  alla  meiosi   II  e  codifica  per  una  ciclina  di   tipo  A.  Un  altro  
gene   regolatore   della   meiosi   in   Arabidopsis   è  MMD1/DUET   (Reddy   et   al.,   2003;;  
Yang  et  al.,  2003).  Mutazioni  in  questo  gene  causano  severi  difetti  nella  progressione  
meiotica   ed   incapacità   a   produrre   microspore   normali.   Nei   meiociti   di   mmd1   in  
diacinesi   è   stata   osservata   frammentazione   cromosomica   e   contrazione   del  
citoplasma,  indicanti  un  destino  di  morte  cellulare  programmata  (Yang  et  al.,  2003).  I  
meiociti  muoiono  prima  della  citochinesi.  Il  fatto  che  i  meiociti  mmd1  vadano  incontro  
ad  apoptosi,  che,  come  detto  precedentemente,  è  un  evento  inusuale  nelle  piante,  e  
che  non  manifestino  difetti  meiotici  evidenti  suggerisce  che  MMD1  sia  un  regolatore  
generale  della  meiosi  piuttosto  che  di  eventi  meiotici-­specifici.  Il  mutante  duet  mostra  
un   fenotipo   più   attenuato   rispetto   ad  mmd1,   risultando   spesso   nella   formazione   di  
diadi   anziché   tetradi   (Reddy   et   al.,   2003).   Nel   mutante   Atsmg7   la   meiosi   I  
progredisce  regolarmente  mentre  la  meiosi  II  non  si  completa.  In  particolare,  SMG7  è  
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
cromosomi  appaiono  ancora  condensati,  i  fusi  meiotici  sono  irregolari  e  la  citochinesi  
raramente  avviene   (Riehs  et  al.,  2008).  Recenti   studi  hanno  evidenziato  che   i  geni  
coinvolti   nella   decondenzazione   dei   cromosomi   in   anafase  e   nella   stabilità   dei   fusi  
meiotici  sono  direttamente  regolati  dalle  CDK-­cicline  B  dipendenti   (Vagnarelli  et  al.,  
2006;;  Woodbury  and  Morgan,  2007).  Gli  autori  ipotizzano  che  SMG7  regoli,  dopo  la  
???????????? ???? ?????????? ??? ??????? ???? ??????????? ?????? ???????? ?? ????????? ??? ?????
degradazione   proteasoma-­dipendente   o   influenzandone   la   stabi????? ????? ?????Un  
altro  potenziale  gene  regolatore  della  meiosi  è  MS5/TDM1  (Chaudhury,  1993;;  Ross  
et  al.,  1997).  Nei  mutanti    Atms5/Attdm1  la  meiosi  I  e  II  sono  regolari,  tuttavia,  dopo  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????azione  di  poliadi  con  
5-­8   spore   irregolari.   MS5/TDM1   regola   quindi   il   completamento   della   meiosi   II  
prevenendo  che  vi  sia  un  ulteriore  divisione.  
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1.2  Modifiche  istoniche  
  
Nella   cellula   eucariotica   il   genoma   è   organizzato   in   un   complesso   nucleoproteico  
definito   cromatina.   La   cromatina   è   un   polimero   strutturale   che   consiste   di   proteine  
istoniche,   ???????? ??????????????? ?? ??????????? ???????????????????? ??????? ?????????
basofila   (Munshi,   ??????? ???????? ????????????? ?????? ?????????? ?? ?????????????? ????
nucleosoma  che  è  costituito  da  un  ottamero  di  4  istoni,  H3,  H4,  H2A  ed  H2B  (2  per  
ogni  tipo),  intorno  a  cui  sono  avvolte  147  paia  di  basi  di  DNA.  Questo  rappresenta  il  
??? ?? ???????? ???????????? ?????? ?????????? ??? ?? ????????? ??????? ??? ????? ?? ???????????
sono  separati  ????????????????????????????????????????????????????????????????????????
H1,  che  promuove  un  ulteriore  impacchettamento  del  DNA  in  una  struttura  a  spirale  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
della   cromatina.   La   cromatina   è   organizzata   in   modo   da   superare   la   limitazione  
spaziale  e?????????????????????????????????  fornire  anche  una  piattaforma  dinamica  che  
controlla  tutti  i  processi  che  coinvolgono  il  DNA.    
Degli  istoni  si  distingue  un  dominio  prevalentemente  g????????????????????????????????
N-­terminali   che   protrudono   dalla   cromatina   (Kouzarides,   2007).   Una   caratteristica  
singolare  degli  istoni,  ed  in  particolare  delle  loro  code,  è  il  numero  di  modifiche  post  
traduzionali  a  cui  sono  soggetti.  Tali  modifiche  comprendono  acetilazione  della  lisina  
????????????????? ?????? ??????? ???? ?? ?????????????? ????? ??????????????? ?????? ??????? ???? ??
della   treoninia   (T),   ubiquitinazione,   sumoilazione   e   biotinilazione   della   lisina,  
isomerizzazione  della  prolina   (P),  ed  ADP-­ribosilazione.  Queste  modifiche,   insieme  
alla   metilazione   del   DNA,   varianti   istoniche   ed   altri   meccanismi,   contribuiscono  
????????????????? ???????????? ???????? ?????? ??????????? ?????? ????? ??? ?????????
informazioni   sono   relative   alle   modifiche   istoniche   covalenti   del????????????????
?????????????? ?????????????????????????????????????? ???????? ??????????????????????????????
spettrometria  di  massa,  che  più  di  60  differenti  residui  sugli  istoni,  particolarmente  su  
H3  ed  H4,  sono  substrato  per  le  modifiche  post  tradizionali,  sebbene  il  numero  delle  
modifiche   possibili   sia   maggiore.   Una   ulteriore   complessità   deriva   dal   fatto   che   la  
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????-­,  di-­  o  
tri-­metilazione  per   la   lisina  e  mono-­  o  di-­metilazione  (simmetrica  o  asimmetrica)  per  
???????????? ???????? ??????? ??? ?????????? ?????? ??????? ???????????? ??? ???????????
notevole  in  termini  di  possibilità  di  risposte  funzionali.    
??? ?????????? ???????? ???????????? ????????????? ????????????????? ?????? ??????????
rendendola   più   compatta   o   più   aperta,   agendo   sui   contatti   tra   differenti   istoni   nei  
nucleosomi  adiacenti  oppure  sulle   interazioni  degli   istoni  col  DNA.  Tra   le  modifiche  
???????????????? ?????????????????????????????????????? ??????????????????? ??????????????
poiché  neutralizza  la  carica  basica  della  lisina.  Sebbene  non  ci  siano  osservazioni   in  
vivo,  analisi  biofisiche  indicano  che   i  contatti   inter-­nucleosomali  sono   importanti  per  
la   stabilizzazione   delle   strutture   di   ordine   superiore   della   cromatina.   Infatti,   la  
struttura  della  coda  N-­??????????????? ???????????????????????????????????????????????????
??????????????????????? ???????????? ????????????????????? ???????????????????????????????
effetto  negativo  sulla  fibra  cromatinica  di  30  nm  e  sulle  strutture  di  ordine  superiore  
(Shogren-­Knaak  et  al.,  2006).  Al  contrario  la  fosforilazione  istonica,  mediante  cambio  
di  carica,  può  influire  sul  compattamento  della  cromatina.  Il  ruolo  di  questa  modifica,  
però,  non  è  stato  ancora  dimostrato  in  modo  univoco  (Ahn  et  al.,  2005;;  Fischle  et  al.,  
2005;;  Krishnamoorthy  et  al.,  2006).    
?????? ??????????? ???????? ?????? ?????????? ?????????? ?????? ??????????? ???? ?????????? ???
proteine  non  istoniche  che  sono  in  grado  di  associarsi  alla  cromatina  o  dissociarsi  a  
seconda  della  composizione  delle  modifiche  di  un  dato  istone.  Questa  ipotesi  è  nota  
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????????????? ???????????????????????????,  2000);;   tuttavia,  non  è  ancora  chiaro   in  che  
modo  il  codice  sia  stabilito  e  mantenuto.    
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????s-­????????
???????? ????????? ???? ???????????? ?????? ??????? ??????? ???? ???? ????? ?????????? ????????????
Modifiche   diverse   come   acetilazione   e   metilazione   avvengono   sui   residui   di   lisina  
?????????????????????????????????????????????????? ?????????????????????????teina  
alla  cromatina  può  essere   influenzato  da  una  modifica   istonica  adiacente  come,  ad  
???????????????????????? ??????????????????????????????????????? ?? ????????????? ???????
?????? ?????????? ??????????????? ??? ?????? ???? ???? ????????? ????????? et   al.,   2005).  
????????? ???????????????????????????????? ????????????????????????????????????????????
???? ????? ??? ????????? ????? ???? ?????????? ?????? ??? ????????? ??????????????????
????? ????? ?????????? ???????????????????? ?????????????????????????????????? ????????
et  al.,  2006)  in  lievito.  Infine  un  enzima  può  riconoscere  il  suo  substrato  in  modo  più  
efficace   in   presenza   di   modi?????? ??????????? ??? ????????? ??acetilasi   istonica   GCN5  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
et  al.,  2003).    
Dal  punto  di  vista  funzionale,  le  modifiche  istoniche  possono  agire  globalmente  sulla  
struttura  della  cromatina  oppure   regolare  specifiche   funzioni  del  DNA.  Ci  sono  due  
differenti   tipi   di   domini   della   cromatina   nel   genoma,   ciascuno   associato   a   diverse    
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
ha  una  configurazione  più  aperta.  Esperimenti  in  lievito  hanno  mostrato  che  i  confini  
???????????????????? ????? ?????????? ?????? ????????? ?????? ???????????? ???? ??4   e  
???? ?????????? ??????????????????????????????? ???????????,  2007).  Nei  mammiferi   lo  
stato  eterocromatinico  silente  è  associato  con  bassi  livelli  di  acetilazione  ed  alti  livelli  
di   alcuni   siti   metilati   (H3K9,   H3K27   ed   H4K20).   Si   ritiene   che   la   metilazione  
????? ?????????????????????????????? ?????del  cromosoma  X  inattivo  (Jeppesen  and  
Turner,   ??????? ??????? ?? ?????? ?????? ??? ? ????????? ?????? ???? ??????? ?????
????????????????????????????????????????????????,  2007).    
???????????? ?????? ????????? ?????????? ??? ?NA,   le   modifiche   istoniche   coordinano  
????????????????? ?????? ?????????????? ?????????? ????????? ???????????????????? ?? ????
essere  espletata  a  livello  locale,  ad  esempio  la  trascrizione  di  un  gene  o  il  riparo  del  
DNA,  o  a  livello  di  intero  genoma,  come  la  replicazione  del  DNA  o  la  condensazione  
dei   cromosomi   (Kouzarides,   2007).   Molti   studi   dimostrano   come   specifiche  
combinazioni  di  modifiche  istoniche  siano  correlate  a  funzioni  biologiche.  Di  seguito  
sono   riportati   alcuni   esempi   relativi   a   processi   biologici   influenzati   dalle   modifiche  
istoniche  nei  mammiferi  e  negli  organismi  modello  lievito  e  Drosophila.  Le  modifiche  
istoniche  in  pianta  saranno,  invece,  trattate  nei  paragrafi  successivi.  
  
1.2.1    Modifiche  istoniche  e  trascrizione  
  
Acetilazione,   metilazione,   fosforilazione   e   ubiquitinazione   sono   state   implicate  
nell????????????? ?????? ?????????????   metilazione,   ubiquitinazione,   sumoilazione,  
deiminazione  e   isomerizzazione  della  prolina  nella  repressione.  Tuttavia  è  possibile  
che  una  stessa  modifica  istonica  abbia  capacità  di  attivare  o  reprimere  la  trascrizione  
a   seconda   del   contesto,   rappresentato   dalla   cromatina   con   le   altre   modifiche  
epigenetiche.    
???????????????????????? ?????????????????????????? ????????????????????-­terminale  degli  
istoni,   cioè   nella   porzione   più   accessibile,   è   quasi   invariabilmente   associata  
?????????????????????? ????????????????????????????? ????????????????????????????????????
riporta   qualche   esempio.   Chen   et   al.   ??????? ?????? ????????? ???? ???????????????
istonica  incrementa  in  misura  signifi???????????????????????????????????????????????????
stress   del   gene   hsp-­70   in   Drosophila.   Vari   attivatori   trascrizionali   riconoscono   i  
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residui   acetilati   sugli   istoni   H3   ed   H4.   Agalioti   et   al.   (2002)   hanno   investigato   la  
???????????????????????????????????????????????? ???????????????????????????????-­attivatori  
?????????? ???? ?????????????-­?   (IFN-­?).   Il   promotore   di   questo   gene   presenta   tre   lisine  
acetilate,  H4K8,  H3K9  e  H3K14,  che  forniscono  segnali  distinti  per  il  reclutamento  di  
proteine  contenenti  il  bromodominio:  BRG1,  che  è  un  componente  del  complesso  di  
rimodellamento   SWI/SNF,   e   TAFII   250,   che   è   un   componente   del   TFIID.   La  
conversione  della   lisina  H4K8  ad  alanina,   impedisce   il   legame  di  BRG1,  mentre   la  
conversione  ad  alanina  di  H3K9  o  H3K14  impedisce  il  legame  di  TAFII  250  (Agalioti  
et   al.,   2002).   La   deacetilazione,   invece,   è   correlata   con   la   repressione   della  
trascrizione,   specialmente   durante   la   differenziazione   cellulare   e   lo   sviluppo.   Le  
deacetilasi  istoniche  (HDAC)  coinvolte  in  differenti  pathway  di  trasduzione  di  segnale  
sono  presenti  in  numerosi  complessi  repressivi.  In  generale  non  sembrano  mostrare  
specificità   per   un   particolare   residuo   acetilato,   sebbene   alcuni   enzimi   di   lievito  
mostrino  specificità  per  un  dato   istone  (Kouzarides,  2007).  Le  HDAC  non  si   legano  
direttamente   al   DNA,   ma   sono   reclutate   su   promotori   specifici   attraverso   la   loro  
interazione  con  fattori  di  trascrizione  sequenza-­specifici.  In  virtù  di  questa  capacità  di  
interagire   con   vari   fattori   di   trascrizione,   che   possono   associarsi   a   siti   multipli   del  
genoma,   le   HDAC   sembrano   essere   i   principali   regolatori   dei   pathway   di  
differenziamento  (Verdin  et  al.,  2003).  
A  proposito  del  rapporto  tra  fosforilazione  ed  espressione  genica  le  informazioni  sono  
scarse.   Nei   mammiferi   ed   in   lievito   è   stato   dimostrato   il   ruolo   della   fosforilazione  
??????????????????????????????????????i  di  geni  (MacDonald  et  al.,  2005).  In  lievito,  è  
stato  osservato  che  molte  chinasi  sono  presenti  sulla  cromatina  a   livello  di  specifici  
?????? ??????????? ??? ???????? ???????? ???? ??????? ????????? ????????? ?????????????????
genica,   basato   sulla   fosforilazione   d????? ?????????? ?? ???? ????? ????????????????? ???
proteine  di  trasduzione  del  segnale  (Pokholok  et  al.,  2006).  
Per  quanto  riguarda  la  metilazione,  le  metilasi  istoniche  della  lisina  hanno  maggiore  
specificità   rispetto   alle   acetilasi   istoniche.   Infatti,   di   solito   modificano   una   singola  
lisina  su  un  singolo   istone  e  possono  attivare  o   reprimere   la   trascrizione.  Tre  siti  di  
??????????????????????????????? ?????????????????????????????????????????????H3K4,  H3K36  
e   H3K79.   Tuttavia,   gli   studi   di   seguito   riportati   hanno   indicato   come   le   singole  
modifiche  siano   in  grado  di   reclutare  proteine  con  funzione  sia  di  attivazione  che  di  
?????????????????????????????????????????????? ???????????????????????????????????????????
di  rimodellamento  della  cromatina  Chd1  che  recluta,  a  sua  volta,  il  complesso  SAGA  
(Pray-­Grant  et  al.,  ????????????????? ????????????????????????????????????????????????????
aumenta  i  livelli  di  acetilazione  e,  quindi,  la  trascrizione.  Invece,  Briggs  et  al.  (2001)  e  
Bryk  et  al.  (2002),  hanno  mostrato  che  la  ????????????????? ????????????????????????
?????????? ???? ?????????????? ??????????? ??? ?????? ???????? ?? ??????????????
?????H3K4me3?? ??????? ????????? ??? ?????????? ??? ??? ???? ????? ??????? ??? ?? ?????? ????????
associata   con   la   forma   attivata   della   RNA   Pol   II   (fosforilata   alla   serina   5   del   suo  
dominio   C-­terminale)   (Kouzarides,   2007).   È   quindi   sorprendente   che   la   stessa  
modifica   possa   essere   associata   alla   repressione   trascrizionale;;   infatti,   in   uomo,  
?? ??????? ???? ??????? ??????? ???? ?????????? ??? ??????????????? ????-­Hdac1,   che  
reprime   i   geni   coinvolti   nella   proliferazione   cellulare   in   risposta   ai   danni   subiti   dal  
DNA   (Shi   et   al.,   2006).   La   metilazione   di   questo   residuo   è   associata,   quindi,   sia  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????onsiste  
????????????? ???? ??????? ???? ??????? ?????? ?????????????? ???? ?????????? ??????????? ??
????? ?????? ??????????? ???? ??????? ?? ?????????? ?????????? ??????????? ??????? ??????????
???????? ??????????? ???????????????????? ???????????????????????????? ????? ?????????bbero  
richiamati   nelle   fasi   di   attenuazione   della   trascrizione.   Il   contesto   cromatinico  
circostante   ad   una   singola   modifica   sarebbe,   quindi,   determinante   nello   stabilire  
temporalmente   le   interazioni   con   i   complessi   proteici   tramite   le   altre   modifiche  
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istoniche  (Berger,  ????????? ??????????????????????????????????????????????????????????
associato  con  la  fase  di  elongazione  della  trascrizione.  Inoltre,  in  lievito,  tale  modifica  
è   associata   alla   soppressione   di   siti   di   inizio   della   trascrizione   criptici   ossia  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
et  al.,  2005;;  Cuthbert  et  al.,  2004;;  Joshi  and  Struhl,  2005;;  Keogh  et  al.,  2005).  Infatti  
??????????????????? ????????????? ???????????????????????????????????????????mplesso  
deacetilasico  Rpd35.  La  conseguente  deacetilazione  istonica,  a  sua  volta,  determina  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????  
Tre  siti  di  metilazione  della  lisina  sono  correlati  alla  repressione  trascrizionale:  H3K9,  
H3K27  e  H4K20???????????????? ???????? ????????????????????????????????????????????
??????????????? ?????H3K9   è   implicata   sia   nel   silenziamento   dei   geni   eucromatici   sia  
?????? ??????????? ???????????????????? ????????? ??????????????? ????? ???? ??????ce   una  
???????????? ???? ??? ????????????? ????????????????????????? ??? (HP1)   al   promotore   dei  
geni   repressi.   A   sua   volta,   HP1   si   associa   con   una   varietà   di   altri   fattori,   inclusi  
Suv39H1,   HDAC,   repressori   trascrizionali   ed   enzimi   di   rimodellamento   della  
cromatina   (Hiragami   and   Festenstein,   2005).   Tuttavia,   è   stato   visto   che   la  
??? ??????????? ?????H3K9   ?? ??????????? ?   ????? ??? ????? ??????????? ?????? ?????? ????????
codificanti   dei   geni   attivi   (Vakoc   et   al.,   2005).   Una   possibile   spiegazione   potrebbe  
essere   che   la  metilazione  ????? ??????????? ???????????????? ?????????????????? ????????
???????????????????????????????????? ??????????????????????????????????? ??H3K27me  è  
stata   implicata   nel   silenziamento   dei   geni   HOX,   che   costituiscono   una   famiglia   di  
fattori   di   trascrizione   e   rapprsentano   i   principali   regolatori   dello   sviluppo   animale.  
?????? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????
?????????? ??? ????????? ????? ?????????????? ????? ????????? ??????????? ?????H4K20me,  
che  ha  un  ruolo  nella  form????????????????????????????????????????????????  
???????????????????????????????????????????????? ?????????????????????????? ???????????????
sia   per   la   repressione   della   trascrizione   e   gli   enzimi   che   la   determinano,   protein-­
arginin   metiltrasferasi   (PRMT)   si   legano   al   promotore   tramite   fattori   di   trascrizione  
(Lee   et   al.,   2005b).   Il   promotore   più   studiato   a   proposito   della   metilazione  
?????????????? ?? ??? ?????????? ???? ????????? ?????? ??????????? ???? ??????? ??????????
?????????????????????????????????et  al.,  2003).  La  ragione  non  è  nota,  ma  si  ipotizza  che  
ciò   sia   legato   alla   necessità   per   i   geni   regolati   da   estrogeni,   di   rispondere   molto  
???????????? ????? ??? ????? ???????????? ??????? ??? ?????????? ??? ???? ?????? ??? ??????? ???
????????? ???? ???????? ??? ??????? ?????? ?????? ??ascrizione.   Non   sono   state   ancora  
identificate   proteine   che   specificamente   legano   gli   istoni   metilati   sulla   arginina   o  
???? ????????????????????????????  
??? ????? ??? ??? ????????? ????????? ??? ???????????? ?????????????? ????? ?? ?? ????? ?? ??
citrullina   da  parte   d???????? ??????? ? ????et   al.,   2004b).  Essa  ha   il   potenziale   di  
???????????? ?????????? ??? ???????????? ?????? ???????????? ?????????????? ??????? ??? ???????????
??????????????????? ?????????????????????et  al.,  2004;;  Wang  et  al.,  2004a).  Inoltre,  è  
stato   dimostrato   in   vivo   ???? ??????????? ????-­,   ma   non   di-­metilata   può   essere  
deiminata  (Wang  et  al.,  2004a).    
?????????????????????????? ????????????? ??? ??????? ??????????????? ?????? ??????????
????? ??? ?????????? ?????????????????? ????? ???????? ??? ?????? ?? ?????? ?????????? ????  
repressione   trascrizionale   (Wang   et   al.,   ??????? ??? ?????????? ??????????????????
????? ??????? ??? ????? ??????? ??? ????????? ??????? ??? ????????????? ????? et   al.,   2005).   Il  
??????????? ???? ???? ?????????????????? ?????????? ??? ????????????? ???? ?? ???????? ??
probabile   che   recluti   fattori   addizionali   sulla   cromatina,   ma   potrebbe   funzionare  
anche   nel   tenere   fisicamente   aperta   la   cromatina   date   le   grandi   dimensioni   della  
molecola.   Per   quanto   riguarda   la   deubiquitinazione,   in   lievito   sono   stati   identificati  
due  enzimi  che  s???????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????? ????? ???? ????????????????????? ???? ?? ?????????? ???? ?????????????? ??????
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??????????????????????????????????????????????????????????? ????????????????????????????
necessarie   per   la   stimolazione   della   trascrizione,   ed   Ubp10,   che   funziona   nel  
silenziamento   trascrizionale  ai  siti  eterocromatici   (Emre  et  al.,  2005;;  Gardner  et  al.,  
2005).  
????????????????????????????????????????????????? ???????????????????????????????????????
istoni  del  nucl??????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????
(Nathan  et  al.,  ???????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????  
???????????????????????  prolina  può  convertire  questo  amminoacido  dalla  forma  cis  a  
quella   trans   e   viceversa.   In   lievito   è   stato   identificato   un   enzima,   FRP4,   che  
??????????? ?? ????? ???????? et   al.,   2006)   regolando   anche   i   livelli   di   metilazione  
???? ?????? ?????????????? ???????? ?i   prolina   è   probabilmente   necessario   per   il  
????????? ??????????????????????????? ??????????????della  metiltrasferasi  Set2  (Chen  
et  al.,  2006).    
  
1.2.2  Modifiche  istoniche  e  riparo  del  DNA  
  
????????????? ????????????????????????????? ????????? ??????????????cessibilità  dei  siti  
dove   il   DNA   deve   essere   riparato.   Nelle   cellule   di   mammifero   una   delle   prime  
risposte  ai  danni  del  DNA  è   la   fosforilazione  della   variante   istonica   ?-­H2AX,   che  si  
estende  per  molte  kilobasi  intorno  al  sito  del  danno  (Fillingham  et  al.,  2006).  In  lievito  
????????????????????????????????????????????? ???????????????????????????????????????
????????? ??? ?? ???????????? ?????? ?????????? ??????????? ????? ??? ??an   Attikum   et   al.,  
??????? ??? ????????? ?? ????? ??? ??????? ???? ???? ??????????? ?????? ?? ????? ????????? ?? ???
proteina   del   checkpoint   del   ciclo   cellulare,Crb2,   che   è   in   grado   di   determinare   un  
arresto  in  G2/M  allo  scopo  di  riparare  il  DNA  (Sanders  et  al.,  2004).  Questa  modifica,  
che   è   presente   in   tutto   il   genoma,   in   caso   di   danni   al   DNA   si   localizza   ai   siti   del  
riparo.  È  possibile  che  il  reclutamento  di  Crb2  specifico  a  questi  siti  avvenga  tramite  
??? ??????????????? ????? ????? ????? ???????? ????????? ??? ???????? ?????? coinvolto   nel  
riconoscimento  dei  residui  fosforilati.  Quindi,  può  riconoscere  la  fosforilazione  indotta  
dai  danni  al  DNA  e  stabilizzare  se  stessa  sulla   cromatina   tramite   il   riconoscimento  
????? ??????? ???   et   al.,   ??????? ?????????? ??? ????? ??? ?????? ???????? ?pera   in  
maniera  molto  simile  (Botuyan  et  al.,  2006).  È  interessante  che  sia  Crb2  sia  p53BP1  
riconoscono  solo  le  forme  mono-­  o  di-­?????????????? ??????????????????????????????
tri-­??????????????????????????????????? ??????????????????????????????????????????  funzioni  
differenti.  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????? ??????????????????????????????????????????????????????????????
In   assenza   di   danni   questa   scompare   in   G2.   Tuttavia,   in   presenza   di   danni,   le  
??????????????????????????????????????????????????? ????????????????????????????et  
al.,   2006;;  Maas   et   al.,  ??????? ???????????? ????????? ??? ????????? ?????? ?? ??? ???? ?? ????
acetila  H4K12  ed  è  implicato  nel  riparo  del  DNA  essendo  reclutato  al  sito  del  riparo  
(Qin  and  Parthun,  2006).  In  uomo,  MOF  è  la  principale  responsabile  della  H4K16Ac.  
Sharma   et   al.   (2010)   hanno   mostrato   che   una   riduzione   nei   livelli   di   acetilazione  
????? ?????? ?? ???????? ?????? ??????????? ??? ????? ?????????? ???????? ?????? ????osta   ai  
danni  del  DNA  e  nel  riparo  dei  DBS  in  seguito  a  radiazioni  ionizzanti.  
???????? ?????? ?????????????????? ????? ?? ?? ????? ?? ? ???? et   al.,   2006)   e   la  
????????????????????????? ????????????et  al.,  2006)  sono  state  associate  al  riparo  del  
DNA.    
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1.2.3  Modifiche  istoniche  e  replicazione  del  DNA  
  
Per   il   meccanismo   della   replicazione   del   DNA,   le   informazioni   finora   disponibili  
????????? ???? ??????????????? ????? ?????????????????? ?????????? ?? ????? ???????????
???????????????????? ????? ????? ??????????????? ???????   ????????? ???? ???? ???? ??????????
causa  una   riduzione  nella   sintesi   del  DNA  e  blocca   la  progressione  delle   cellule   in  
interfase   (Iizuka   et   al.,   2006).   In   Drosophila   ?????????? ??? ????? ?? ??? ?????? ???
aumentare      la   formazione   del   complesso   di   pre-­inizio   della   replicazione   (Aggarwal  
and  Calvi,  2004).    
  
1.2.4  Modifiche  istoniche  e  condensazione  cromosomica  
  
La   condensazione   e   decondensazione   della   cromatina   sono   processi   importanti  
durante  il  ciclo  cellulare.  Due  eventi  di  fosforilazione,  nei  mammiferi,  giocano  un  ruolo  
importante   in   questi   processi   durante   la   mitosi.   Il   primo   è   la   fosforilazione   della  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????
compatta   la   cromatina   (Fischle  et   al.,   2005);;   il   secondo  evento   di   fosforilazione      è  
??????????? ??????????????????????????????????????????????????????????????????????????
et  al.,  2005).    
Esperimenti   in   vitro   ??????????? ??? ?????? ???? ??????????????? ????? ????? ???la  
decondensazione  della  cromatina  (Shogren?Knaak  et  al.,  2006).  In  vivo  la  deacetilasi  
??????????????????????????????????????????????? ?????????????????????????????????????????
cromatina  (Vaquero  et  al.,  2006).  Consistentemente  con  questa  idea,  SirT2  localizza  
con  la  cromatina  durante  la  transizione  G2/M,  quando  la  cromatina  va  gradualmente  
compattandosi.  
  
1.3  Acetilazione  e  metilazione  istonica  in  pianta  
  
?????????????????????????????????????????????? ???????????????? ????????????????????
trovate   in  tutti  gli  eucarioti   finora  esaminati;;  altre,   invece,  sono  specifiche  per  alcuni  
organismi.  Per  esempio,   la  mono-­,  di-­  o  tri-­????????????????????????????????????????????
H3,   oltreché   la  metilazione  del  DNA,   sono  assenti   in  Saccharomyces   cerevisiae.   Il  
numero   di   modifiche   post-­traduzionali   degli   istoni   sembra   essere   maggiore   negli  
?????????? ???????????????? ?? ???? ??????????? ???? ????????????? ??? ????? ?????????? ????
???????????????????????????????????????????????????????????et  al.,  2007).  Infatti,  in  un  
individuo  che  è  caratterizzato  da  un  unico  ed  invariato  genoma,  esistono  centinaia  di  
epigenomi,   ciascuno  specifico  per   tipo  cellulare,   fase  di   sviluppo,   risposta  a   stimoli  
fisiologici  e  ambientali.  
Arabidopsis  ???????????????????????????????????????????????????????????????lticellulari.  
Più   di   20   modifiche   istoniche   sono   state   analizzate   tramite   immunolocalizzazione  
(Fuchs  et  al.,  2006;;  Pfluger  and  Wagner,  2007;;  Zilberman  et  al.,  2008;;  Libault  et  al.,  
2005;;   Jacob   et   al.,   2009).   In   pianta   il   numero   di   residui   di   lisina   (K)   soggetti   a  
modifiche  sulla  coda  N-­terminale  degli  istoni  è  maggiore  rispetto  agli  altri  eucarioti.  In  
particolare,   è   stato   visto   che   oltre   alle   modifiche   conservate   rispetto   a   lievito   e  
mammiferi,   ci   sono  modifiche   peculiari   delle   piante   che   riguardano,   sull???????? ????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????? ??????????????? ??? ???? ????? ???? ?? ????? ??? ??????????????? ?????? ???????
?????? ?????????????????????????????? ????????? ??? ??????????????? ??? ??? ??i  metilazione  è  
una  modifica  altamente  conservata  che  gioca  un  ruolo  importante  nel  silenziamento  
dei  telomeri  nei  sistemi  non  vegetali,  non  è  modificata  in  Arabidopsis.  Il  pattern  delle  
modifiche  istoniche  è  dunque  diverso  in  pianta.  Le  differenze  tra  vegetali  ed  animali  
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riguardano,   oltre   a   determinati   siti   di   modifiche   istoniche   unici   nelle   piante,   anche  
classi  di  enzimi  responsabili  delle  modifiche  che  sono  specifici  delle  piante,  ed,  infine,  
distinte  vie  di  regolazione  delle  loro  attività.  
Tra   le  modifi??????????????? ????????????????? ????????????????????????????????????????
caratterizzate  finora  e  saranno  trattate  nei  paragrafi  successivi  in  maggiore  dettaglio.      
  
1.3.1  Acetilazione  istonica  ed  analisi  funzionale    
  
????????????????????????????????????????ica  sono  importanti  per  la  crescita,  lo  sviluppo,  
??? ??????? ?? ??????????????? ???????? ??????????? ??? ???? ??? ??? ?????????? ??????? ????
??????????????? ??????????? ???? ???,   2008).   Inizialmente   furono   identificati   come   siti   di  
questa  modifica   le   lisine  9,  14,  18  e  ???????? ???? ??? ?????????????????????????????? ??
(Fuchs  et  al.,  2006).    
?????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????????????????????
???????????????????????????????????????????? ???????????????????????????????????????-­CoA  
ai  gruppi  amminici  ?  delle  lisine  sulle  code  N-­terminali  degli  istoni.  Questa  modifica  è  
reversibile   ad   opera   delle   Deacetilasi   istoniche   (HDAC).   Studi   in   cellule   animali  
hanno   dimostrato   che   le   HAT/HDAC   possono   modificare,   oltre   gli   istoni,   anche  
proteine  regolatrici  non  istoniche  e  proteine  strutturali  (Loidl,  2004).  
Le  HAT  e   le  HDAC   ricoprono   funzioni   fondamentalmente  simili   in   tutti   gli   eucarioti.  
Infatti,  sono  ben  conservate  nei  loro  domini  catalitici  e  reclutano  proteine  con  funzioni  
omologhe   nelle   diverse   specie   (Pandey   et   al.,   2002).   Tramite   analisi   di   sequenza  
sono  state  identificate  4  famiglie  per  le  HAT  e  3  per  le  HDAC  (Tabella  1).  
  
Tabella  1:  Geni  codificanti  per  gli  omologhi  HAT  e  HDAC  in  Arabidopsis.  
     
Modificata  da  Pandey  et  al.  (2002)  
  
  
Le  HAT   comprendono   la   famiglia  GNAT-­MYST,   i   cui  membri   possiedono  motivi   di  
sequenza  in  comune  con  enzimi  che  acetilano  proteine  non  istoniche  e  altre  piccole  
molecole;;   la   famiglia  p300/CBP,   che   negli   animali   comprende   coattivatori   implicati  
nella  regolazione  dei  geni  coinvolti  nel  controllo  del  ciclo  cellulare,  differenziazione  ed  
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apoptosi;;  la  famiglia  correlata  a  TAFII250,  che  è  un  cofattore  presente  nel  complesso  
del   fattore   trascrizionale   TFIID   nei  mammiferi;;   ed,   infine,   una   quarta   famiglia,   non  
presente  in  pianta  e  funghi,  che  comprende  coattivatori  dei  recettori  nucleari.  
Il  gruppo  più  numeroso  delle  HDAC  include:  la  superfamiglia  RPD3/HDA1,  presente  
in  tutti  gli  eucarioti;;  la  famiglia  SIR2,  i  cui  membri  richiedono  il  NAD+  (Nicotinammide  
Adenina  Dinucleotide)  come  cofattore  e  non  hanno  similarità  strutturale  con   le  altre  
HDAC;;   infine,   la   famiglia   HD2,   presente   solo   in   pianta,   che   comprende   proteine  
omologhe  alla  classe  delle  cis-­trans  prolina  isomerasi,  presenti  negli  altri  eucarioti.  
Grazie  al  confronto  con  sequenze  note  di  HDAC  ed  HAT,  in  Arabidopsis  sono  state  
identificate  complessivamente  18  putative  HDAC  e  12  putative  HAT  (Pandey  et  al.,  
????????????????????? ??????????????????????????????????????????????????????????-­
MYST  che  esibisce  attività  HAT  in  vitro  (Stockinger  et  al.,  2001;;  Bhat  et  al.,  2003).  In  
lievito,  la  proteina  GCN5  è  un  componente  di  diversi  complessi  proteici,  come  ADA  e  
SAGA  (Grant  et  al.,  1999),  ed  in  ciascun  complesso  essa  coopera  con  altre  subunità,  
come  ADA2  ed  AD??????????? ????????????????????????????????????????????????????et  
al.,  ???????????? ????????????? ?????????????Arabidopsis,   AtGCN5,   sembra   interagire  
con  ADA2  ed  ADA3,  omologhe  agli   adattatori   trascrizionali   di   lievito   (Stockinger   et  
al.,   2001;;   Mao   et   al.,   2006).   Anche   gli   omologhi   di   mais,   ZmGCN5   e   ZmADA2,  
interagiscono  sia   in  vivo  che   in  vitro   (Stockinger  et  al.,  2001;;  Bhat  et  al.,  2004).  Gli  
omologhi   in   pianta  di  GCN5   sono   coinvolti   nella   risposta   a   stress   e   nello   sviluppo.  
Infatti,   AtGCN5   ed   ADA2   interagiscono   col   fattore   di   trascrizione   CBF1,   che   è  
????????????? ????????????????? ???? ????? ???????? ??? ???????? ?????????? ??? ???? ???? ????
geni   inducono   vari   difetti   che   includono   nanismo,   sviluppo   aberrante   delle   radici,  
petali   e   stami   corti   e   ridotta   espressione   dei   geni   regolati   dal   freddo   durante  
??????? ????????? ?? ?????? ???????????? ?????????????? et   al.,   2003).   AtGCN5   acetila  
non  solo  gli  istoni  nel  citoplasma  e  nel  nucleo,  ma  anche  le  proteine  ADA2,  a  siti  unici  
per   le  proteine  vegetali  e  non  presenti  negli  omologhi  di  animali  o  di   fungo  (Mao  et  
al.,  ??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
di   acetilazione   istonica   in   pianta.  Studi   recenti   hanno   suggerito   una   varietà   di   ruoli  
per  GCN5  durante  lo  sviluppo  delle  piante  (Bertrand  et  al.,  2003;;  Long  et  al.,  2006).  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
trascrizione  WUSCHEL  (WUS)  ed  AGAMOUS  (AG)  a  livello  dei  meristemi  radicale  e  
fiorale   (Laux   et   al.,   1996).   I   mutanti   producono   fiori   terminali   e   trasformazione  
omeotica  degli  organi  fiorali  (Bertrand  et  al.,  2003).  AtGCN5  è  stato  anche  isolato  in  
uno  screening  per  la  soppressione  della  mutazione  topless-­1  (tp1-­1),  che  trasforma  il  
???????????????????????????????????????????????????????iogenesi  (Long  et  al.,  2006).  
Infine,   mutazioni   di   AtGCN5   nel   mutante   tp1-­1   ??????????? ?????????????? ???WUS,  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????et  al.,  2006).  
Tuttavia   non   è   chiaro   se  WUS   sia   un   bersaglio   diretto   di   AtGCN5   che   potrebbe  
reprimere   indirettamente   la   trascrizione   di   WUS   ??????????? ?????????????? ???? ????
repressore  o  reclutare  direttamente  il  repressore  al  suo  promotore.  
In   Arabidopsis,   la   famiglia  MYST   comprende   due   proteine   strettamente   correlate,  
AtHAG4  (HAM1)  ed  AtHAG5  (HAM2),  che  in  vitro  mostrano  attività  HAT  specifica  per  
??? ??????? ?? ????? ?? ??????? et   al.,   2007)   e   sono   espresse   soprattutto   negli   organi   in  
crescita   come   germogli   e   gemme   fiorali   (Latrasse   et   al.,   2008).   Analisi   genetiche  
hanno   dimostrato   che   HAG4   ed   HAG5   sono   funzionalmente   ridondanti,   poiché   i  
singoli  mutanti  ham1  ed  ham2  non  mostrano  alcun  fenotipo,  mentre   i  doppi  mutanti  
ham1/ham2   non   sono   vitali.   I   mutanti   Ham1/ham1;;   ham2/ham2   e   ham1/ham1;;  
Ham2/ham2  mostrano  consistenti  anomalie  nella  formazione  dei  gametofiti  maschile  
e  femminile  a  causa  di  un  arresto  del  ciclo  cellulare  mitotico  agli  stadi  precoci  della  
gametogenesi  (Latrasse  et  al.,  2008).  
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??????? ??????????? ????? ????????? ?????? ?CREB-­binding   p?????????? p300/CBP,   le   cui  
funzioni  sono  ben  caratterizzate  negli  animali.  Le  HAT  di  questa  famiglia  partecipano  
a   molti   processi   fisiologici,   inclusi   la   proliferazione,   differenziazione   ed   apoptosi.  
Invece  si  sa  poco  circa  il  ruolo  di  AtHAC1  nel  controllo  dello  sviluppo  in  Arabidopsis.  
Mutazioni   in  AtHAC1  causano  diversi  difetti,   tra   i  quali   la   fioritura   tardiva.  Le  analisi  
hanno  mostrato  che  i  mutanti  rispondono  normalmente  alla  lunghezza  del  giorno,  ai  
trattamenti   con  GA  e   vernalizzazione,  mentre  mostrano  un   incremento   nei   livelli   di  
espressione  del   repressore  della   fioritura  FLOWERING  LOCUS  C  (FLC),   indicando  
che   il   fenotipo  di   fioritura   tardiva  è  mediato  da  FLC.  Le  modifiche  istoniche  di  FLC,  
però,   non   sono   influenzate   da  mutazioni   in  AtHAC1,   per   cui   è   stato   proposto   che  
AtHAC1  possa  modificar??????????????????????????????????????????????????????????? ????????
FLC  (Deng  et  al.,  2007).  Oltre  alla  fioritura  tardiva,  i  mutanti  Athac1  mostrano  difetti  di  
sviluppo  come  la  formazione  di  radici  primarie  ridotte  e  fertilità  parzialmente  ridotta.  
Questi  effetti  possono  essere  causati  dalla   riduzione  di  acetilazione  a   livello  di   vari  
geni  bersaglio.  
Il   genoma   di   Arabidopsis   codifica   per   altri   4   omologhi   delle   proteine   p300/CPB,  
mentre   il   numero   negli   animali   è   di   uno   o   due   (Pandey   et   al.,   2002).   AtHAC1,  
AtHAC4,   AtHAC5   ed   AtHAC12   potrebbero   essere   funzionalmente   ridondanti,   cosa  
che  spiegherebbe   il  motivo  per  cui   le  mutazioni  di  queste  proteine  causano  fenotipi  
più   forti   in   topo   ed   uomo   rispetto   ai   mutanti   Athac1.   Questa   ipotesi   è   supportata  
anche  da  un  recente  studio,  nel  quale  la  fioritura  era  maggiormente  tardiva  nei  doppi  
mutanti   hac1/hac5   e   hac1/hac12   (Han   et   al.,   2007).   Inoltre,   la   dimensione   delle  
piante  nei  doppi  mutanti  risulta  minore  di  quella  del  wild  type,  soprattutto  negli  stadi  
giovanili.  Infine  i  doppi  mutanti  hac1/hac5  sviluppano  cotiledoni  arrotondati  e  foglie  a  
rosetta   che   non   si   osservano   nei   doppi   mutanti   hac1/hac12,   suggerendo   che   le  
diverse  HAC  hanno  funzioni  distinte  in  alcuni  programmi  di  sviluppo,  così  come,  negli  
animali,   i  geni  CPB  e  p300  non  sono  completamente   ridondanti  nelle   loro   funzioni,  
ma  hanno  anche  ruoli  distinti  (Han  et  al.,  2007).  
HAF2,  appartiene,   insieme  a  HAF1,  alla  famiglia  correlata  a  TAFII250.  Mutazioni   in  
????? ??????????????? ?????????????????????????? ???????????????i   livelli   trascrizionali  
dei  geni   indotti  dalla   luce;;  analisi  genetiche  hanno  dimostrato  che  HAF2  è  coinvolto  
nei  pathway  di  segnale  della   luce  sia  nello  spettro  del   rosso/rosso   lontano,  che  del  
blu.   I   mutanti   haf2   mostrano   una   riduzione   dei   livelli   di   ace?????????? ????? ?? ????
promotori   dei   geni   che   rispondono   alla   luce,   indicando   che   HAF2   funziona   come  
????????????? ???????????????????? ?????????? ?? ???????? ??????????? ??????????????? ?????????
per  attivare  la  trascrizione  dei  geni  indotti  dalla  luce  (Bertrand  et  al.,  2005).  
Tra  le  tre  famiglie  delle  deacetilasi  istoniche  (HDAC),  la  superfamiglia  RPD3/HDA1  è  
quella   maggiormente   studiata.   La   deacetilasi   istonica   RPD3   è   stata   la   prima  
identificata  come  regolatore  della  trascrizione  di  un  subset  di  geni  in  lievito  (Vidal  and  
Gaber,   1991).   Il   legame   tra   deacetilazione   istonica   e   repressione   trascrizionale   è  
stato   però   stabilito   quando   un  omologo   di  RPD3   in  mammifero,  HD1,   ha  mostrato  
attività  deacetilasica  (Taunton  et  al.,  1996).    
In  Arabidopsis,  AtHDA19  ed  AtHDA6  sono  le  deacetilasi  istoniche  RPD3-­like  meglio  
caratterizzate,  ed  esse  esibiscono  sia  funzioni  simili  che  divergenti.  AtHDA19  (AtHD1  
o  AtRPD3A)   è   espresso   in   tutti   i   tessuti   durante   il   ciclo   vitale   della   pianta,   con  alti  
livelli   di   espressione  nei   tessuti   riproduttivi   (Wu  et   al.,   2000;;  Zhou  et   al.,   2005).  Si  
accumula   prevalentemente   nel   nucleo,   presumibilmente   nelle   regioni   eucromatiche  
ed  è  escluso  dal  nucleolo  (Fong  et  al.,  2006).  La  riduzione  di  espressione  del  gene  
AtHDA19  ?????????????????????????????????3  ed  H4  iperacetilati  (Tian  and  Chen,  2001;;  
Tian  et  al.,  2003;;  ?????????????? ?????????????????????????????????????? ???????????????
istone   H3   tetra-­acetilato   (Zhou   et   al.,   2005).   Molte   anomalie   sono   state   osservate  
durante   lo   sviluppo  dei  mutanti   Athda19.   Essi   risultano   più   bassi   di   statura,   hanno  
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fiori   con   un   ridotto   numero   di   petali   e   stami   più   corti,   la   fertilità  maschile   e   quella  
femminile  sono  ridotte,  le  silique  sono  più  piccole  e  spesso  contengono  semi  abortiti.  
Linee  mutanti   Athda19   mostrano   un   fioritura   leggermente   ritardata   in   condizioni   di  
giorno   lungo   (Tian   et   al.,   2003).   Alcuni   mutanti   mostrano   morte   prematura   delle  
piantine  e  sviluppo  anomalo  delle  foglie.  Il  fenotipo  del  mutante  inserzionale  hda19-­1  
è   influenzato   dalla   temperatura.   Alla   temperatura   di   29°C   le   piantine   sviluppano  
meristemi   apicali   e   radicali   disorganizzati   con   un   fenotipo   che   ricorda   quello   dei  
mutanti  tpl  (Long  et  al.,  2006).  Lo  studio  dei  mutanti  ottenuti  mediante  RNAi,  T-­DNA  
?????????????????????? ?????????????????????? ?????????e  AtHDA19   sia  un   regolatore  
???????? ????????????????? ??????? ?????? ????????? ?? ?????? ????????? ?? ??????? ?????? ????
Chen,  2001;;  Tian  et  al.,  2003;;  2005;;  Zhou  et  al.,  ?????????????????????????????????????
infatti  dimostrato  che,  nel  mutante  inserzionale  hda19,  il  7%  dei  geni  coinvolti  in  vari  
processi   cellulari   risulta   differenzialmente   regolato   rispetto   al  wild   type   (Tian   et   al.,  
2005).  In  particolare,  Zhou  et  al.  (2010)  hanno  mostrato  che  nei  mutanti  Athda19,  allo  
stadio  di  plantula,  era  fortemente  incrementato   ???????????????????????????????? ?????????
???????????? ??? ??????? ????? ???????????? ??????? ??????????????? ????? ???? ?? ??? ???????
????????????? ????????????????? ???????????????? ??? ?????? ???? ???????? ???? ?????????????
della  rimozione  di  questa  modifica,  assegna  a  questa  deacetilasi  un  ruolo  importante  
?????? ????????????????????????????????????? ?????????????????? ?????????????ambiente.  Al  
contrario   dei   mutanti   Atgcn5,   che   mostrano   un   fenotipo   con   allungamento  
??????????????? ?? ???????? ???????????? ???? ????? ????-­inducibili,   i   mutanti   Athda19  
mostrano   effetti   opposti.   Esperimenti   di   immunoprecipitazione   della   cromatina  
indicano  che  AtHDA19  lavora  in  modo  antagonistico  rispetto  a  AtGCN5  nel  regolare  i  
processi  mediati  dalla  luce.  Infatti  i  mutanti  Atgcn5  esibiscono  una  ridotta  acetilazione  
istonica  nelle  regioni  dei  promotori  dei  geni  luce-­inducibili  CAB2,  RBCS-­1A  ed  IAA.  I  
mutanti   Athda19?? ??? ??????????? ??????????? ??? ???????? ?????????????????? ????????? ????
promotori  degli  stessi  geni  (Benhamed  et  al.,  2006).    
Esperimenti   recenti   (Tanaka   et   al.,   2008)   indicano   un   ruolo   di   AtHDA19   nella  
????????????? ????? ??? ?????????????? ???? ????? ?????????? ?????????????????? ???????? ???
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
ectopica   di   geni   normalmente   silenziati   nelle   piantine,   come   i   geni   correlati  
????????????????? ?????? ??????????? ??????? ?? ??????? ???????? ????? ?????
?????????????? ???????? ???? ????? ?????-­specifico   SUPERMAN   (SUP)   e   NO   APICAL  
MERISTEM   (NAM)   (Tian   and   Chen,   2001;;   Tian   et   al.,   2003).   La   deacetilasi  
AtHDA19,  infine,  è  coinvolta  nella  risposta  a  patogeni  e  a  stress  ambientali.  I  trascritti  
AtHDA19  ?????????? ??? ?????????? ???????? ??????????????????????? ?????????????????????
ormoni  vegetali  ed  etilene  in  seguito  alle  infezioni  di  patogeni  (Zhou  et  al.,  2005).  In  
?????? ?????????????????? ????????????? ??? HDA19,   OsHDAC1-­3,   comporta   un  
??????????????? ?????????????????????????????????????????????????????????????????et  al.,  
2003).  
In   Arabidopsis,   AtHDA6   (AtRPD3B)   è   una   deacetilasi   con   omologia   di   sequenza  
rispetto   a   AtHDA19   (Wu   et   al.,   2000;;   Murfett   et   al.,   2001)   ma,   a   differenza   di  
?????????? ??? ??????? ??????????? ??????? ???? ???????????? AtHDA6   si   esprime   in   vari  
tessuti,  foglie,  fiori,  silique  e  plantule,  ad  un  livello  più  basso  rispetto  ad  AtHDA19,  ed  
è   c????????? ???? ?????????????? ???? ??????????? ???? ??????????? ?? ???? ????? ????? ???
ribosomale   (rRNA)   (Murfett  et  al.,  2001;;  Aufsatz  et  al.,  2002;;  Lippman  et  al.,  2003;;  
Lawrence  et  al.,  2004;;  Probst  et  al.,  2004).  Al  contrario  dei  mutanti  athda19,  i  mutanti  
athda6   non   mostrano   evidenti   anomalie.   AtHDA6   si   localizza   principalmente   nei  
????????? ????? ?????????????? ???????????????????????? ????????????????????????????????
ereditati  da  uno  dei  parentali  negli  ibridi  interspecifici  e  negli  allotetraploidi  (Probst  et  
al.,   2004;;  Early  et   al.,  ??????? ??????? ?????????? ????????? ??????????? ????????????? ??
?? ???? ?????????????????? ???? ?????????? ?? ???? ??????????? ??????? ?? ?????? ?????????
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anche  in  altri  siti  nucleari,  a  supporto  del  ruolo  nel  silenziamento  dei  transgeni  e  degli  
elementi  trasponibili    (Murfett  et  al.,  2001;;  Aufsatz  et  al.,  2002;;  Lippman  et  al.,  2003;;  
May  et  al.,  2005).    
????? ?????????? ?? ???????? ???? ???????? ??? ???????????? ??? AtHDA6   ed   AtHDA19,   non  
sorprende   che   entrambe   regolino,   forse   in   maniera   ridondante,   processi   come   la  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
della   fioritura   e   della   senescenza,   la   soppressione   del   programma   di   sviluppo  
embrionale  dopo  la  germinazione.    
Altri  membri  della  famiglia  di  deacetilasi  RPD3/HDA1  non  sono  ben  caratterizzati.  In  
particolare,   AtHDA18   sembra   regolare   i   geni   chiave   nella   differenziazione   delle  
?????????????????????????????????????????et  al.,  ??????????????????????????????WER,  è  
diminuita  nei  mutanti,  portando  ad  uno  sviluppo  di  cellule  dei  peli  radicali  in  posizioni  
anomale  nella  radice.  
AtHDA15  è  unica  tra  le  deacetilasi  perché  ha  un  motivo  a  dita  di  zinco  (RanBP2-­type  
zinc   finger)  che  è  conosciuto  essere  associato  con   il   trasporto  mediato  da   recettori  
tra  nucleo  e  citoplasma.  AtHDA15,  come  AtHDA19,  AtHD2A  e  AtHD2B,  è  coinvolta  
???????????????????????-­DNA  nelle  trasformazioni  mediate  da  Agrobacterium.  Infatti,  le  
linee   RNAi   hda15  mostrano   un   fenotipo   resistente   alla   trasformazione   (Crane   and  
Gelvin,  2007).    
Le  deacetilasi  istoniche  HD2-­like  rappresentano  un  gruppo  di  proteine  specifico  delle  
piante  che  non  mostra  similarità  di  sequenza  con  altre  proteine  HDAC  (Pandey  et  al.,  
2002).  Esse  perciò  sono  di  particolare  interesse  poiché  potrebbero  essere  coinvolte  
in  funzioni  peculiari  per  le  piante.  Alcuni  membri  di  questa  famiglia  si  localizzano  nei  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
specifico  delle  HD2  deve  essere  ancora  definito.  In  Arabidopsis  sono  stati  identificati  
4   omologhi   HD2   (Wu   et   al.,   2000;;   Dangl   et   al.,   2001;;  Wu   et   al.,   2003):   AtHD2A  
(HDT1),   AtHD2B   (HDT2),   AtHD2C   (HDT3)   e   AtHD2D   (HDT4).   Le   prime   tre   sono  
altamente   espresse   negli   ovuli,   embrioni,   meristemi   apicali   del   germoglio,   foglie  
??? ???????????????????????????????????????  mentre  AtHD2D  è  espressa  in  steli,  fiori,  
e  giovani  silique,  suggerendo  che  possa  avere  funzioni  differenti  (Zhou  et  al.,  2004).  I  
???????? ???? ????????? ?? ?????????? ?????????????? ??? ??HD2A   ????????? ????????? ????
semi  (Dangl  et  al.,  2001;;  Zhou  et  al.,  2004).  Inoltre  alcuni  geni  coinvolti  nello  sviluppo  
e  maturazione  dei  semi  vengono  repressi  in  linee  overesprimenti  questo  gene.  Anche  
un   ortologo   in   Solanum   chacoense,   ScHD2A,   è   fortemente   indotto   dopo   la  
???????????????? ??????????? ???????? et   al.,   2003).   Complessivamente   questi   dati  
suggeriscono  un  ruolo  per  AtHD2A  durante  lo  sviluppo  del  seme.  AtHD2A  si  localizza  
???? ????????? ??? ?? ?????????? ???? ??? ??????????????? ????? ???? ???? ??? ???????? ??? ???
conseguente   incremento   della  ???????????? ????? ???? ???? ????   ciò   suggerisce   che  
AtHD2A   lavori   con  AtHDA6  nel   silenziamento  dei  geni   rRNA  soggetti   a  dominanza  
nucleolare   (Early   et   al.,   2006).   Infine,   AtHD2A   e   AtHD2B   sono   importanti   nel  
determinare  la  polarità  delle  foglie  (Ueno  et  al.,  2007).    
AtHD2C   risulta   coinvolta   nelle   r???????? ?????????? ??????????? ?????? ???????? ??????,  
2006).  Il  fenotipo  delle  piante  overesprimenti  AtHD2C  suggerisce  un  effetto  indiretto  
????????????????????????????????????????????????????????????  
Per  la  famiglia  SIR2,  in  Arabidopsis  esistono  due  membri  (Pandey  et  al.,  2002),  ma  
le  loro  funzioni  sono  ancora  da  determinare.  In  lievito  Sir2  deacetila  principalmente  la  
??????????????? ?????????????????????????? ?????? ??????????????????????????????? ????????et  
al.,  2000;;  Xu  et  al.,  ???????????????????????????tà  ADP-­ribosiltrasferasica  dipendente  da  
NAD,  che  è  una  funzione  distinta  dalla  sua  attività  di  deacetilazione  (Frye,  1999;;  Imai  
et  al.,  2000).  Sir2  ?????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????? ??????????? ????????? ?????? ???   nella   soppressione   della   ricombinazione  
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?????????? ?????? ???? ??????????,   1987;;   Gottlieb   and   Esposito,   1989;;   Smith   and  
Boeke,  1997;;  Imai  et  al.,  2000;;  Xu  et  al.,  2007).  
A  differenza  del   lievito   ci   sono  pochi  dati   sperimentali   disponibili   relativamente  alle  
SIR2   in   pianta.   In   Arabidopsis   questa   famiglia   comprende   due   membri,   SRT1   e  
SRT2.  Il  trattamento  con  inibitori  (Grozinger  et  al.,  2001)  determina  un  fenotipo  simile  
?? ??????? ??? ???????? ???????????? ?????? ????????? ??????????? ?????????? et   al.,   1996;;  
Hardtke   and   Berleth,   1998)   facendo   ipotizzare   un   ruolo   per   SRT1   ed   SRT2   nel  
pathway   di   segnale   a   questo   ormone.   In   riso,   linee   RNAi   per   il   gene   OsSRT1  
mostrano   una   frammentazione   del   DNA   e   morte   cellulare,   accompagnata   da   un  
incremento  nella  produzione  di  perossido  di  idrogeno;;  questo  fenotipo  correla  con  un  
???????????????? ???????????????????????????? ??????????????????????????????????????
????????????????????????? ???????????????? ?????????   (HR),  suggerendo  un   ruolo  per   le  
SIR2  vegetali  nella  risposta  HR  (Huang  et  al.,  2007).  
  
1.3.2  Metilazione  istonica  ed  analisi  funzionale  
  
La  metilazione   istonica   si   verifica   sui   residui   di   lisina   o   di   arginina   ed   ha   un   ruolo  
? ????????? ??? ????? ????????? ??????????? ?????? ??? ??????????? ????????????????????? ???
regolazione  del   ciclo   ce????????? ??? ???????????????? ?????????????? ??????????????? ?????et  
al.,   2000;;   Kouzarides   et   al.,   2002;;   Sims   III   et   al.,   2003;;   Springer   et   al.,   2003;;  
Margueron  et  al.,   2005;;  Martin  et   al.,   2005;;  Volkel   and  Angrand,  2007).  Gli   enzimi  
responsabili  di  questa  modifica  sono  le  metiltrasferasi  istoniche  per  la  lisina  (HKMT)  
?? ??????????????????????? ??????????? ?????????????????????????????????? ?? ???????????
demetilasi   istoniche   (HDM)   scoperte   recentemente,   che   comprendono   2   gruppi:   le  
demetilasi   lisina-­specifiche   (LSD1)   e   le   proteine   contenenti   il   dominio   Jumonji   C  
(JmjC)  (Liu  et  al.,  2010).  Tramite   la  metilazione  si  può  aggiungere  più  di  un  gruppo  
metilico:   ciascuna   lisina,   infatti,   può   essere   mono-­,   di-­   o   tri-­metilata   [Fig   1B   (a)]  
(Lachner   and   Jenuwein,   2002;;   Bannister   and   Kouzarides,  ?????????????? ???????????
può  essere  mono-­  o  di-­metilata,  in  maniera  simmetrica  o  asimmetrica  [Fig  1B  (b)].    
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Figura  1B:  ????????????????????????????????????????  
  
  
(a)  La  mono-­,  di-­  e  tri-­metilazione  dellla  lisina  sono  prodotte  dalle  istone  lisina  metiltrasferasi  (HKMTs)  e  da  2  tipi  
di   istone   demetilasi:   le   lisina   istone   demetilasi   1   (LSD1)   e   le   istone   demetilasi   contenenti   il   dominio   JmjC  
?????????????????????????????????????????????????tta  dalle  ??????????????????????????????????????????????????????  
Modificata  da  Liu  et  al.  (2010)  
  
In   Arabidopsis,   la  metilazione   delle   lisine   finora   riportata   riguarda   i   residui   K4,   K9,  
???? ?? ???? ????? ??? ????? ???? ??????????? ???? ?????????? ???????????? ???? ?mportanti  
??????????? ????????? ??? ???????? ?? ?????????? ??????????? ?? ?????? ????? ??? ???????? ??
??????????????????????????????? ?? ????????????????????????? ?????????Arabidopsis  e  riso  
hanno  un   livello  più  elevato  di  H3K4me2   rispetto  a  uomo  e   topo,  e  Arabidopsis  ha  
livelli  più  bassi  di  H3K9me2  e  H3K9me3  (Guo  et  al.,  2006;;  Jackson  et  al.,  2004).    
La  metilazione  delle   lisine   istoniche  non  altera   la   carica  netta  dei   residui  modificati  
????????? ??????????????? ?? ????????????? ??? ?????azioni   intra-­   e   intermolecolari   o   creare  
nuove   superfici   di   legame   nei   confronti   di   proteine   che   legano   domini   metilati.   La  
metilazione   caratterizza   sia   i   domini   cromatinici   trascrizionalmente   attivi   che   quelli  
silenziati,   a   seconda   del   residuo   di   lisina   metilato   e   del   numero   di   gruppi   ?CH3.  
Generalmente   la  metilazione   di   H3K9   e  H3K27   è   associata   con   regioni   silenziate,  
?????????? ???????????????? ??????????? ??????????????????????????????????????,  2007).    
Tutte   le  HKMT  contengono  un  dominio  Su(var)3-­9,  E(Z),  Trx  (SET)   tranne  DOT1   in  
lievito.   In  base  alle  annotazioni  del  Pfam   (Bateman  et  al.,   2004)  e  del  ChromDB,   i  
genomi   di   Arabidopsis,   riso   e   mais   codificano,   rispettivamente,   per   47,   37   e   35  
proteine  SET  (Ng  et  al.,  2007).  Una  prima  classificazione  di  queste  proteine  è  stata  
fatta   da   Bambusch   et   al.   ???????? ????? ?????? ????? ?????????????? ???? ??? ????????? ???
Drosophila,   classificarono   37   proteine   SET   di   Arabidopsis   suddividendole   in   4  
categorie  omologhe  a:  Suppression  of  variegation,  Su(var)3-­9,  comprendente  sia  
proteine   omologhe   (SUVH)   sia   correlate   (SUVR);;   Enhancer   of   zeste,   E(Z);;  
Trithorax  (TRX),  con  proteine  omologhe  (ATX)  e  correlate  (ATXR);;  Absent,  Small,  
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or  Homeotic  discs  1   (ASH1),   con  proteine  omologhe   (ASHH)  e  correlate   (ASHR)  
(Bambusch  et  al.,  2001;;  Chevillard  et  al.,  2002;;  Li  et  al.,  2007).  In  seguito  Springer  et  
al.  (2003)  raggrupparono  32  proteine  SET  di  Arabidopsis  e  22  di  mais  in  5  classi   in  
????? ????? ????? ?????????? ?????????????? ??? ??????????????????? ???? ???????? ???????
classificazione   riflette   fondamentalmente   la   specificità   di   substrato   degli   enzimi.   La  
classificazione  di  Ng  et  al.  (2007),  infine,  aggiunge  altre  2  classi  (VI  e  VII)  rispetto  a  
quella  di  Springer  et  al.  (2003).  ????????????????????? ?.  
  
Tabella  2:  Proteine  contenenti  il  dominio  SET  in  pianta  
  
Modificata  da  Ng  et  al.  (2007)  
  
???? ???????????????? ???????????????????? ???? ??????? ????   2)   dando   di   seguito   i   dettagli  
??????nalisi  funzionale  per  ogni  classe.  
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Figura  2:  Architettura  dei  domini  delle  proteine  SET  in  pianta  
  
  
Modificata  da  Ng  et  al.  (2007)  
  
  
1.3.2.1  Classe  I:    omologhi  di  E(Z)    
  
In   Drosophila,   le   proteine   E(Z)   appartengono   al   gruppo   delle   proteine   Polycomb  
??????????? ????????? ???????????????????????? ??????????????????????????????? ?????????
(Schwartz   and   Pirrotta,   2007).   Le   proteine   PcG   formano   complessi   multiproteici:  
Polycomb  Repressive  Complex1  (PRC1)  e  PRC2,  che  include  le  proteine  Enhancer  
of  Zeste  metiltrasferasi     [E(Z)],   il  soppressore  di  Zeste   [Su(z)12],  Extra  Sex  Combs  
(ESC)  e  p55?????????????? ?? ??????????????? ??????????????????? ???????????????????
per  mantenere   lo  stato  represso  (Lund  and  Lohuizen,  2004).   I  componenti  di  PRC2  
sono   conservati   in   piante   e   animali.   In  Arabidopsis  MEDEA   (MEA),   CURLY   LEAF  
(CLF)   e   SWINGER   (SWN)   sono   i   3   omologhi   di   E(Z),   mentre   FERTILIZATION-­
INDIPENDENT   ENDOSPERM   (FIE)   e   5   MULTICOPY   SUPPRESSOR   OF   IRA1  
[(MSI)1-­5]   sono   omologhi   di   ESC   e   p55,   rispettivamente   (Goodrich   et   al.,   1997;;  
Grossniklaus  et  al.,  1998;;  Kinoshita  et  al.,  1999;;  Henning  et  al.,  2003;;  Chanvivattana  
et   al.,   2004).   EMBRIONIC   FLOWER2   (EMF2),   FERTILIZATION-­INDIPENDENT  
SEED2  (FIS2)  e  VERNALIZATION2  (VIN2)  sono  i  3  omologhi  di  Su(z)12  (Chaudhury  
et  al.,  1997;;  Gendall  et  al.,  2001;;  Yoshida  et  al.,  2001).  Sebbene  CLF,  MEA  e  SWN  
siano   ritenuti  H3K27me3  metiltrasferasi,  non  esistono  ancora  evidenze  biochimiche  
della   loro   attività.   In   Arabidopsis   esistono   almeno   3   distinti   complessi   PRC2   che  
regolano  geni  coinvolti  nella  proliferazione  cellulare,  differenziazione  e  controllo  dello  
sviluppo   in   risposta   ai   cambiamenti   ambientali.   Il   complesso   PRC2   costituito   da  
MEA/FIS1,   FIE/FIS3,   FIS2   ed   MSI1   è   stato   il   primo   identificato   in   Arabidopsis.  
Mutazioni   in   uno   dei   componenti   di   questo   complesso   comportano   lo   sviluppo  
???????????????? ??? ???????? ??? ????????????????? ??????????? ???? ???? ?????????? ????
prevenire   la   proliferazione   cellulare   durante   lo   sviluppo   del   seme.   MEA   gioca   un  
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ruolo   anche   nel   mantenimento   del   suo   stesso   imprinting   durante   lo   sviluppo  
????????????????? ????????? ????????????????? ?? ????????? ?? ???????????? ??? ???????????
essenziale  del  complesso  PcG,  che,  a  sua  volta,  mantie????????????????????????????????
paterno  (Jullien  et  al.,  2006).  
Gli  altri  due  complessi  sono  caratterizzati  dalla  stessa  metiltrasferasi,  CLF/SWN.  CLF  
è  stata  la  prima  metilasi  di  questa  classe  identificata  in  pianta  (Goodrich  et  al.,  1997).  
Il  gene  SWN,  altamente  simile  a  CLF,  agisce   in  maniera   ridondante  nel  mediare   la  
????????????????? ???????????????et  al.,  2006;;  Chanvivattana  et  al.,  2004).  
Di  questi  due  complessi,  uno,  costituito  da  CLF/SWN,  FIE,  EMF2  e  MSI1,  impedisce  
la   transizione   fiorale   reprimendo   i   geni   omeotici   fiorali   come   AGAMOUS   (AG)   e  
SHOOTMERISTEMLESS   (STM)   (Katz   et   al.,   2004;;   Schubert   et   al.,   2006)   e  
permettendo   così   la   crescita   vegetativa   (Yang   et   al.,   1995;;   Chen   et   al.,   1997;;  
Goodrich  et  al.,  1997;;  Calonje  and  Sung,  2006;;  Schubert  et  al.,  2006).  Mutazioni   in  
CLF   risultano   in   una   fioritura   precoce   e   fenotipi   pleiotropici,   incluse   foglie  
??????????????????????????? ??????????????????????????????????????????? ????????????????
in   carpelli   e   stami   (Goodrich  et  al.,   1997;;  Schubert  et  al.,   2006).  La  derepressione  
trascrizionale  di  AG  e  del  gene  MADS-­box  AGAMOUS-­LIKE  19  (AGL19)  nei  mutanti  
clf   potrebbe   parzialmente   spiegare   i   fenotipi   anomali   (Schonrock   et   al.,   2006).   La  
modifica   H3K27me3   risulta   diminuita   ai   loci  AG   (Schubert   et   al.,   2006)   ed  AGL19  
(Schonrock  et  al.,  2006)  nei  mutanti  clf.  Poiché  mutazioni  missenso  nel  dominio  SET  
di  CLF  ??????????????????????????? ???????????????????????????????clf  è  possibile  che  CLF  
????????????????????????????????????in  vivo  ????????????????????? ????????????????aria  alla  
sua  funzione  biologica  (Schubert  et  al.,  2006).  
Mutanti  emf2  germinano  producendo  direttamente  piccole  infiorescenze  sterili  con  un  
fiore   terminale   senza   la   crescita   vegetativa;;   è   possibile,   quindi,   che   EMF2   sia  
richiesto   per   la   repressione   della   crescita   riproduttiva   precoce   (Sung   et   al.,   1992).  
Consistentemente  con  questa   idea,  nei  mutanti  emf2   ??????????????????????????????????
fiorali,   come   APETALA1   (AP1),   AP3,   PISTILLATA   (PI)   ed   AG   sono   espressi  
ectopicamente   (Moon   et   al.,   ?????? ?? ?? ???????? ?l   locus   AG   è   notevolmente  
diminuita   (Calonje   et   al.,   2008).   Il   terzo   complesso   PRC2   è   costituito   da   un   core  
formato  dalle  proteine  VRN2,  FIE,  CLF/SWN  e  MSI1  più  altre  3  proteine  con  dominio  
PHD   (Plant  Homeo  Domain):  VIN3,  VRN5/VIL1  e  VEL1/VIL2   (Chanvivattana  et  al.,  
2004;;  De  Lucia  et  al.,  2008;;  Wood  et  al.,  2006).  Questo  complesso  è  implicato  nella  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
La   vernalizzazione   è   uno   degli   esempi   meglio   caratterizzati   di   regolazione  
epigenetica  indotta  da  segnali  ambientali.  Il  tempo  di  fioritura  dipende  principalmente  
da  2   loci:  FRIGIDA   (FRI)   ed  FLC   (Michael  et   al.,   1999;;  Sheldon  et   al.,   1999).  FRI  
?????? ?? ??? ?????????? ??????????? ?????????????? ???FLC   (Johanson  et   al.,   2000).   La  
pr???????????????????????? ??????? ??????? ?????????????????VIN3,   che  viene   reclutato,  
insieme   a   VRN5/VIL1   e   VEL1/VIL2,   al   locus   FLC   per   formare   il   complesso   PRC2  
insieme  ai  4  membri  del  core.  Tale  complesso  media  la  tri-­metilazione  di  H3K27  (De  
Lucia  et  al.,  2008;;  Sun  and  Zhou,  2008).  VIN3  è  coinvolto  anche  nella  deacetilazione  
del  locus  FLC,  poiché  nei  mutanti  vin3  ????????????????????????????????????????????????
in  seguito  a  vernalizzazione   (Sung  and  Amasino,  ?????????? ???????????? ?? ????????
recluti   la   proteina   LIKE   HETEROCHROMATIN   PROTEIN   (LHP1),   che   interagisce  
specificamente  con  questa  modifica   istonica  per  silenziare  completamente  FLC  fino  
al  ristabilirsi  di  temperature  idonee  (Gaudin  et  al.,  2001;;  Mylne  et  al.,  2006;;  Sung  et  
al.,  2006;;  Turck  et  al.,  2007;;  Zhang  et  al.,  ?????????????????????????????????????????????
di   VIN3   diminuisce   leggermente,   mentre   il   complesso   PRC2   tramite   H3K27me3  
mantiene  uno  stato  represso  stabile  del  locus  FLC  (Bastow  et  al.,  2004;;  De  Lucia  et  
al.,  2008;;  Finnegan  and  Dennis,  2007;;  Sung  and  Amasino,  2004;;  Sung  et  al.,  2006).  
Anche  VRN1  si  lega  direttamente  alla  cromatina  a  livello  di  FLC  e  mantiene  lo  stato  
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silenziato,  sebbene  non  sia  ancora  noto   il  suo   ruolo  biochimico   (Levy  et  al.,  2002).  
VIN3,   VRN2   e   VRN1   sono   coinvolti   anche      nell?? ???????????? ????? ???? ???? ???
silenziamento   di   FLC   (Bastow   et   al.,   2004;;   Sung   and   Amasino,   2004),   ma   non   è  
chiaro  quale  metiltrasferasi   istonica  sia  responsabile  di  questa  metilazione,  poiché   i  
singoli  mutanti  nelle  diverse  putative  H3K9  HKMT  non  compromettono  la  repressione  
di   FLC   in   risposta   alla   vernalizzazione   (Mylne  et   al.,   2006),   possibilmente   a   causa  
della  loro  ridondanza  funzionale.    
SWN  esibisce  una  parziale  ridondanza  funzionale  con  CLF  e  MEA.  I  mutanti  swn  non  
mostrano  un  fenotipo  alterato,  ma  incrementano  fortemente  il  fenotipo  dei  mutanti  clf    
e  mea  nei  doppi  mutanti  clf/swn  e  mea/swn  (Chanvivattana  et  al.,  2004;;  Makarevich  
et   al.,   2006;;   Wang   et   al.,   2006).   Inoltre,   esperimenti   di   immunolocalizzazione  
indicano  che  nei  doppi  mutanti  clf/swn  non  varia  il  livello  di  H3K27me1,  ma  quello  di  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
nella  di-­  ????? ???????????????? ????????????????????????????????????????et  al.,  2004).  
A  differenza  delle  ben  caratterizzate  proteine  di  E(Z)  in  Arabidopsis,  si  sa  molto  poco  
degli   omologhi   in   riso.   Il   genoma   di   riso   codifica   per   2   omologhi:   OsCLF   e  
OsiEZ1/OsSET1   (Luo   et   al.,   ??????? ?????????? ?? ??? ?????????? ???? ??????? ??
????????????????????????????????????????Arabidopsis  altera  lo  sviluppo  del  germoglio  
negli  stadi  di  sviluppo  precoce  (Liang  et  al.,  2003,  Thakue  et  al.,  2003).  
Questi   studi   forniscono   ulteriori   evidenze   del   fatto   che   le   proteine   SET   del   gruppo  
????? ??????????????? ????? ?????????? ???? ???????????????????? ????? ?????nger  et   al.,  
2003)   e   che   la   tri-­???????????? ????? ????? ?? ????????? ??? ?????????? ????? ????????? ??
differenti  stadi  di  sviluppo  delle  piante.  
  
1.3.2.2  Classe  II:  omologhi  di  ASH1    
  
Tutti   i   membri   di   questa   classe   hanno   un   dominio   SET   che   è   preceduto   da   un  
???????????????????????????? ?????????????????????????????????????-­SET   ricco  di  
cisteina.  Springer  et  al.  (2003)  riportano  un  ulteriore  suddivisione  di  questa  classe  in  
diversi   gruppi   sulla   base   della   posizione   del   dominio   SET.   Nei   mammiferi   e   in  
Drosophila  la  ?????????????????????????????????????????????????????? ????????????????
sua   forma   di-­   e   tri-­????????? ?? ?????????? ???????????????? ?????? ????????????? ???????,  
2007;;   Li   et   al.,   2007).   Il   genoma   di   Arabidopsis   codifica   per   almeno   4   proteine  
omologhe   (ASHH)   ad   ASH1   e   3   correlate   (ASHR)   (Baumbusch   et   al.,   2001).   Tra  
???????? ??????????? ?????????????????? ??? ????? ????????? ?????? ???????? ?? ?????
(ASHR3)  è  stata  dimostrata  in  vitro  o  in  vivo  (Cartagena  et  al.,  2008;;  Xu  et  al.,  2008;;  
Zhao  et  al.,  2005).  SDG8  è  necessaria  per  la  di-­  e  tri-­metilazione  di  H3K36  a  livello  
globale   (Dong  et  al.,  2008;;  Xu  et  al.,  2008).  Mutazioni   in  SDG8  e  SDG26  causano  
fenotipi   di   fioritura   precoce   e   tardiva,   rispettivamente   (Xu   et   al.,   2008;;   Zhao  et   al.,  
2005).  SDG8  determinando  H3K36me2/3  atti??????????????????????????FLC  e  MADS  
AFFECTING  FLOWERING  (MAF),  mentre  SDG26  reprime  lo  stesso  gruppo  di  geni,  
presumibilmente  in  maniera  indiretta  (Xu  et  al.,  2008).    
SDG4   codifica  per  una  proteina  correlata  ad  ASH1  altamente  espressa  nel  polline.  
Nel   polline   dei   mutanti   sdg4   i   livelli   di   H3K4me2   ed   H3K36me3   sono   fortemente  
ridotti  nel  nucleo  vegetativo  e  la  lunghezza  del  tubetto  pollinico  è  ridotta,  indicando  in  
ruolo   di   SDG4   nel   controllo   della   crescita   del   tubetto,   possibilmente   regolando   la  
metilazione  di  alcuni  geni  specifici  del  polline  (Cartagena  et  al.,  2008).    
??????????????????????????????????????????????????????? ????????Arabidopsis,  non  è  
?????????? ??????????????????????????????????????????????????? ??????????????????? ????
tra   i   differenti   organi????? ??? ??? ???? ?? ??? ????????? ?? ?????????? ?????? ??? ????? ???
???????????????????????????????????????????????????????????????????????? ???????????????
delle   modifiche   istoniche,   come   HAT/HDAC,   e   consentire   una   regolazione   della  
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trascrizione   (Li  et  al.,  2007).   In  C.  elegans   ?? ??????????????????????????? ????????
?????????????????? ???????????? ?????????????? ???????????????????????????????????????????
??????????????????????-­Zwierz  et  al.,  2009).        
  
1.3.2.3  Classe  III:  omologhi  di  Trithorax    
  
Le   proteine   del   gruppo   ?????????? ??????? ???????? ??? ???????????? ????? ???? ???
agiscono   in  maniera  antagonista  rispetto  alle  PcG.  Le  funzioni  di  TrxG  e  PcG  sono  
conservate  in  piante  e  animali,  dove  generalmente  le  proteine  PcG  sono  richieste  per  
il  mantenimento  dello  stato  represso,  mentre  le  Trx  di  quello  attivo  (Avramova,  2009;;  
Pien  and  Grossniklaus,  2007).      
In   Drosophila   Trx   funziona   attraverso   il   complesso   acetiltrasferasico   (TAC1)   nel  
???????? ???????????????????????????????? ????????et  al.,  2001)  e   la  sua  attività  H3K4  
metiltrasferasica  è   stata   solo   di   recente   dimostrata   sperimentalmente   (Smith   et   al.,  
2004).   Il   suo   omologo,   Set1,   è   stato   la   prima   metiltrasferasi   identificata   in   lievito  
(Roguev  et  al.,   2001)  dove  ha  un   ruolo   importante  per   la   crescita   cellulare  e  per   il  
silenzia????????????????????????et  al.,  ??????????????????????????????????????????????
un  complesso,  COMPASS  (Complex  Proteins  Associated  with  Set1).  Contrariamente  
?? ?????? ???? ??? ???????? ?? ???????? ???? ?   responsabile   della   metilazione   ????? ????
(Bernstein   et   al.,   2002;;   Santos-­Rosa   et   al.,   2002),   gli   enzimi   Trithorax   in   piante   e  
animali   sono   numerosi   (Alvarez-­Venegas   and   Avramova,   2005;;   Wysocka   et   al.,  
2005;;  Ruthenberg  et  al.,  2007).  Il  genoma  di  Arabidopsis  codifica  per  5  omologhi  di  
Trx  e  7  proteine  correlate.  ARABIDOPSIS  TRITHORAX  1  (ATX1)  in  maniera  simile  a  
Trithorax   nei   sistemi   animali,   regola   i   geni   omeotici   di   pianta   che   controllano   la  
?????????????????????????????????????????????????????-­Venegas  et  al.,  2003).  Mutazioni  in  
ATX1   causano,   oltre   che   anomalie   negli   organi   fiorali,   anche   una   fioritura   precoce  
(Alvarez-­Venegas   et   al.,   2003;;   Pien   et   al.,   2008).   Diversamente   da   CLF,   che  
?????? ?? ?????????????? ???? ????? ????????? ??? ?????? AG,   ATX1   ne   aumenta  
??????????????????????-­Venegas  et  al.,  2003;;  Saleh  et  al.,  2007).    
Inoltre,  ATX1  interagisce  direttamente  col  promotore  e  col  primo  esone  del  locus  FLC  
????????????? ??? ??? ???????????????? ???? ??????et  al.,   2008).  Consistentemente  con  
questa   idea,  nei  mutanti  atx1,   il   livello  di  H3K4me3  è   ridotto  al   locus  FLC,  ma  non  
quello  di  H3K4me2  (Pien  et  al.,  2008).    
ATX2   è   un   paralogo   di   ATX1   ed   è   responsabile   della   di-­???????????? ????? ?????
fornendo   il  primo  esempio  di  una  attività  K4  di-­metilasica  separata  da  quella  K4  tri-­
metilasica   (Saleh  et   al.,   2008b).   Sebbene  ATX1   ed  ATX2   siano   altamente   simili   a  
livello   di   sequenza,   essi  mostrano  una   ridondanza   solo  parziale,   ed,   in   particolare,  
ATX2   ha   un   ruolo   più   limitato   rispetto   ad   ATX1.   È   stato   stimato,   infatti,   che   nei  
mutanti   atx1   il   7%   dei   geni   cambia   espressione,   consistentemente   con   il   ruolo   di  
questo   gene   a   livello   globale   (Alvarez-­Venegas   et   al.,   2006a),  mentre   lo   0,8%  dei  
geni  ha  espressione  alterata  nei  mutanti  atx2.  
La  regolazione  dei  geni  omeotici  è  solo  una  delle  possibili  funzioni  delle  proteine  Trx.  
ATX1  è  coinvolto  an???????????????????????????????????????????????????????????????????
Infatti,   come   già   anticipato,   in   aggiunta   al   dominio   SET,   questa   classe   di   proteine  
possiede   anche   altri   domini   altamente   conservati.   Alvarez-­Venegas   et   al.   (2006)  
hanno   mostrato   che   ATX1   interagisce,   mediante   il   domino   PHD,   con   il  
fosfatidilinositolo   5-­fosfato   (PI5P),   che   è   un   messaggero   secondario   in   diversi  
processi,   come   la   risposta   allo   stress   iperosmotico,   il   traffico   delle  membrane   ed   i  
riarrangiamenti   del   citoscheletro   (Wang,   2004).   Tale   interazione   è   stata   ritrovata  
anche   negli   animali   (Gozani   et   al.,   ??????? ?? ????????? ?????????? ???? ??? ?????????
contenenti  il  dominio  SET  possano  agire  come  trasduttori  dei  segnali  cellulari.  
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?? ???????? ??? ?????????????? ????????? ????? ???? ????????? ??????ano   simili   in   riso   ed  
Arabidopsis   (Li  et  al.,  2008;;  Lippman  et  al.,  200;;  Zhang  et  al.,  2009).  H3K4me1/2/3  
sono   arricchiti   nelle   regioni   geniche,   ma   sono   assenti   dai   trasposoni.   Su   scala  
genomica,  i  livelli  di  H3K4me3,  ma  non  quelli  di  H3K4me1/2,  correlano  positivamente  
con  elevati  livelli  di  trascrizione  in  riso  e  Arabidopsis????????????? ?????????????????????
sui  geni  attivi  (Li  et  al.,  2008;;  Zhang  et  al.,  ???????????????? ?????????????????????????
geni   attivi   che   inattivi.   In   particolare,   in   Arabidopsis?? ??H3K4me2   marca   le   regioni  
codificanti,   indipendentemente  dal  fatto  che  esse  siano  trascrizionalmente  attive,  ed  
?? ???????? ?????? ???????? ?????????????? ??????????? ???? ?? ??????? ???? ??? ???????
generale   per   distinguere   le   regioni   trascritte   da   quelle   non   trascritte   (Alvarez-­
Venegas   and   Avramova,   2005).   Inoltre,   mentre   la   mono-­???????????? ????? ???? ??
????????????????? ???????????????????????????????? ??????????? ???Arabidopsis   (Zhang  et  
al.,   ??????? ?? ????????? ?? ????????? ???? ?????????? ?? ?????????????? ??? ?????? ??????i  
trascritte  sia  in  Arabidopsis  che  in  riso  (Li  et  al.,  2008;;  Zhang  et  al.,  2009).  
  
1.3.2.4  Classe  IV:  proteine  con  un  dominio  SET  ed  un  dominio  PHD  
  
Questa  classe  di  proteine  è  caratterizzata  dalla  presenza  di  un  dominio  PHD  e  di  un  
???????? ???? ??????????ità   C-­terminale   (Fig   2).   ATXR5   ed   ATXR6   sono   gli   unici  
enzimi  caratterizzati  biochimicamente  che  effettuano  la  mono-­????????????????? ?????
in  Arabidopsis  (Jacob  et  al.,  2009).  I  doppi  mutanti  atxr5/atxr6  mostrano  una  parziale  
de-­?????????????? ???????????????????? ????????????? ???? ?????????? ????? ???????? ???
cromocentri   e   riattivazione   di   alcuni   geni   silenziati.   È   interessante   notare   che  
H3K27me1  ???? ?????????? ??????????????? ???? ???? ?? ??? ?????????????? ????? ????????
??????????????? ???????????????????????????? ??sultati   suggeriscono   che  sia   la  H3K9me2,  
dipendente   dalla   metilazione   del   DNA,   che   la   H3K27me1,   indipendente   dalla  
???????????? ???? ????? ???????????? ??? ??????????? ???????????????????? ????????????? ???
altro   studio,   infine,   suggerisce   un   ruolo   di  ATXR5   ed  ATXR6   nella   regolazione   del  
?????? ?????????? ?? ?????? ????????????? ???? ???? ??????????? ???????????? ???? ????????????
??????????????????????????????????????????????????????et  al.,  2006).  
  
1.3.2.5  Classe  V:  omologhi  di  Su(var)3-­9    
  
Questa  ampia  classe  comprende  proteine  omologhe  (SUVH)  e  correlate   (SUVR)  al  
soppressore  della  variegazione  Su(var)  di  Drosophila,   caratterizzate  dalla  presenza  
di   un   dominio   pre-­SET,   un   dominio   SET   ed   un   dominio   post-­SET   (Fig   2).   Nelle  
proteine  SUVH  è  presente  un  ulteriore  dominio  conservato,  YDG/SRA  (Tyr-­Asp-­Gly  
motif),  a  monte  del  dominio  pre-­SET.  I  membri  di  questa  classe  sono  ritenuti  essere  
?????????? ?????? ??????????? ???????????????????? ???????? ?????? ???????????? ????? ????
(Schotta  et  al.,  2002;;  Nakayama  et  al.,  2001;;  Jackson  et  al.,  2002)    
In  Arabidopsis,  SUVH4  o  KRYPTONITE  (KYP)  è  il  membro  meglio  caratterizzato.  A  
differenza   di   SU(VAR)3-­9,   KYP/SUVH4   può   aggiungere   1   o   2,   ma   non   3   gruppi  
?????????????? ???? in  vitro   (Jackson  et  al.,  2004).  Nei  nuclei  dei  mutanti  kyp/suvh4,  è  
fortemente  ????????????????????????????????????????????????????????????????????????
di   H3K9me1,   indicando   che   KYP/SUVH4   è   la   principale   responsabile   per   la   di-­
???????????? ????? ????? ?????? ????? ?? ?????????????? ???? ????? ????????? ????????
SUPERMAN   (SUP)  e  del  gene  PHOSPHORIBOSYLANTHRANILATE   ISOMERASE  
(PAI)   (Jackson   et   al.,   2002).   Il   silenziamento   di   SUP   e   PAI   correla   con   la   di-­
????????????????? ???????????????????????????????????????????????? ??????????????????
del   DNA   (Baumbusch  et   al.,   2001;;   Lindroth   et   al.,   2001;;   Vaillant   and   Paszkowski,  
2007).   In  Arabidopsis   la  metilazione  del  DNA  può  avvenire  a   tre   siti   differenti:  CG,  
CHG  o  CHH,  dove  H  può  essere  A,  C  o  T.  Nei  mutanti   kyp/suvh4   la   riduzione  del  
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livello   di   H3K9me2   comporta   una   perdita   di   metilazione   del   DNA   ai   siti   non-­CG,  
dereprimendo   così   i   geni   silenziati   SUP   e   PAI   ed   il   trasposone   endogeno   TA3  
(Jackson   et   al.,   2002;;   Malagnac   et   al.,   2002).   Questo   dimostra   anche   che   il  
mantenimento   della   metilazione   del   DNA   ai   siti   non-­CG   richiede   la   dimetilazione  
????? ??????????????denze  suggeriscono  che  la  metilazione  del  DNA,  a  sua  volta,  dia  
supporto  alla  metilazione  istonica.  Ad  esempio,  il  dominio  YDG/SRA  di  KYP/SUVH4  
e  di  SUVH6  lega  preferenzialmente   il  DNA  metilato  su  CHG  (Johnson  et  al.,  2007).  
Una   volta   reclutati   alle   regioni   bersaglio,   i   domini   SET   delle   H3K9   metiltrasferasi  
metilano  gli  istoni  adiacenti.  
SUVH5   e   SUVH6,   due   omologhi   di   KYP/SUVH4?? ????????? ?? ???? in   vitro   e   sono  
parzialmente   ridondanti   con  KYP/SUVH4   (Ebbs  et   al.,   2005;;   2006;;   Jackson   et   al.,  
2004).  
Altri  due  omologhi  di  SU(VAR)3-­9,  SUVH2  e  SUVH9,  sono  richiesti  per  la  metilazione  
???? ???? ???????? ????? ??? ???????? ??? ???????? ???????? ??? ?????? ?????
preferibilmente   i   siti   CG   metilati,   mentre   quello   di   SUVH9   quelli   CHH   metilati  
(Johnson,  2008).    
Il  coinvolgimento  di  ?????????????????????????????????????????????????????????????????
stato   dimostrato   anche   per   NtSET1   in   tabacco   (Shen,   2001)   e   confermato  
?????????????? ???? ??????? ???????????? ???? ????? ????????? ??? Arabidopsis   della  
proteina   eterocromatina   1)   (Yu   et   al.,   2004).   Yu  et   al.   (2004)   hanno  mostrato   che  
NtSET1  possiede  attività  metilasica  sia  verso  H3K9  che  H3K27   in  vitro  e  che  la  sua  
overespressione  porta  ad  un  incremento  della  di-­metilazione  di  H3K9  nelle  cellule  di  
tabacco  BY2.  
Rispetto   alle   SUVH,   tutte   le   SUVR   perdono   il   dominio   YDG.   Tra   esse,   SUVR4,  
agisce  come  di-­metiltrasferasi  con  preferenza  per  i  substrati  mono-­?????????????? ?????
SUVR4,   caratterizzato   da   un   nuovo   dominio,   WIYLD,   in   posizione   N-­terminale   si  
localizza  preferibilmente  nel  nucleolo  e  nelle  regioni  nucleari  non  condensate,  dove  
???? ??????????? ????? ??????????? ???? ????? ?????????? ???? ?????????????????
(Thorstensen   et   al.,   2006).   Per   altri   due   omologhi,   SUVR1   e   SUVR2,   non   è   stata  
rilevata  attività  metiltrasferasica  (Thorstensen  et  al.,  2006).    
  
1.3.2.6  Classi  VI  e  VII  
  
Sia   le   proteine   di   classe   VI   che   quelle   di   classe   VII   perdono   diversi   domini   che  
caratterizzano   le   altre   classi   di   proteine  SET   (Fig   2).   Inoltre,   il   dominio  SET   risulta  
troncato   o   interrotto.   Le   proteine   di   classe   VI   in   Arabidopsis   includono   2   proteine  
correlate  ad  ASH  (ASHR1  ed  ASHR2)  e  3  proteine  correlate  a  Trx  (ATXR1,  ATXR2  
ed   ATXR4).   Omologhi   sono   stati   trovati   sia   in   mais   che   in   riso,   suggerendo   che  
questa  classe  di  proteine  si  sia  evoluta  prima  della  separazione  delle  monocotiledoni  
dalle   dicotiledoni.   Brown   et   al.   ??????? ?????? ?????????? ???? ?????????? ?????? ???
ASHR1,   Smyd2,   limita   la   progressione   del   ciclo   cellulare   tramite   la   di-­metilazione  
????? ?????? ???????? ???? ??????? ?????????? ??? ???????? ?? ?????????? ????? ????? ??? ????
omologo  in  uo?????????????????????????????????????????????????????? ?????  
La   classe  VII,   infine,   comprende   le   proteine  Rubisco  Methyltrasferasi   (RBCMT)   ed  
altre  proteine  correlate  a  SET,  le  quali  metilano  proteine  non  istoniche.  
????? ???????????????? ?????? ??? ??????????e   è   regolata   in   maniera   dinamica   dalle  
demetilasi  istoniche  (HDM),  enzimi  in  grado  di  rimuovere  i  gruppi  metilici.  Esistono  2  
??????????????????????????????? ???????????????????????????????????????? ??????????????
????????? ?? ????????????????? ???????????? ?????ttivamente,   dalle   demetilasi   lisina-­
specifiche   (LSD1)  e  da  proteine  contenenti   il   dominio   Jumonji  C   (JmjC)   (Shi   et  al.,  
2004;;   Tsukada   et   al.,   2006).   Questi   due   gruppi   di   proteine   si   legano   a   cofattori  
differenti   ed   agiscono   su   diversi   substrati:   le   KDM1/LSD1   richiedono  FAD   (Flavine  
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Adenine  Dinucleotide)   come   cofattore   e   la   presenza   di   azoto   protonato   e,   per   tale  
motivo,  agiscono  solo  su  lisine  mono-­  o  di-­metilate,  mentre  le  JmjC  usano  il  Fe(II)  e  
???-­ketoglutarato  come  cofattori  per  demetilare  le  lisine  mono-­,  di-­  e  tri-­metilate  (Klose  
and  Zhang,  2007).  
In  Arabidopsis  esistono  4  omologhi  di  KDM1/LSD1:  FLOWERING  LOCUS  D  (FLD),  
LDS1-­????? ?? ???????? ?????????????? ???? ?????? ?????????????? ?? ????????-­   e   di-­
metilato  (Spedaletti  et  al.,  2008).  FLD,  LDL1  ed  LDL2  hanno  motivi  conservati  e  sono  
????????????????????????? ?????????????????????????????et  al.,  2003;;  Jiang  et  al.,  2007).  
In  accordo  con  questa  funzione,  il  livello  di  H3K4me2  risulta  elevato  al  locus  FLC  nei  
mutanti  ldl1,  ldl2  ed  fld  (Jiang  et  al.,  2007;;  Liu  et  al.,  2007).  
Arabidopsis   e   riso   contengono,   rispettivamente,   21   e   20   proteine   contenenti   il  
dominio  JmjC  (JmJ)  che  sono  raggruppate  in  5  subfamiglie  in  base  alla  similarità  di  
sequenza:   KMD5/JARID1,   KMD4/JHDM3,   KDM3/JHDM2,   JMJD6   e   proteine  
contenenti  solo  il  domino  JmjC  (Lu  et  al.,  2008).  Analisi  funzionali  e  biochimiche  sono  
ancora  scarse  nelle  piante.  Comunque,  per  la  proteina  MEE27/JMJ15  appartenente  
??? ??????? ???????????? ?? ?????? ?????????? ???? ????????? ?? ???? ????-­,   di-­   e  
trimetilato   (Liu  et   al.,   2010).  Analogamente  è   stato   dimostrato   che   JMJ14  demetila  
H3K4  e   regola   il   tempo  di   fioritura   in  Arabidopsis   (Liu  et  al.,  2010).  REF6/JMJ12  e  
ELF6/JMJ11   che  appartengono  al   gruppo  KMD4/JHDM3  hanno   ruoli   divergenti   nel  
controllo   del   tempo   di   fioritura,   poiché   i   mutanti   elf6/jmj11   hanno   una   fioritura  
precoce,  mentre   i  mutanti   ref6/jmj12  mostrano   un   fenotipo   di   fioritura   tardiva   FLC-­
dipendente   (Noh   et   al.,   2004).   Uno   studio   recente   ha   anche   mostrato   una  
cooperazione  tra  le  due  proteine  nel  modulare  i  segnali  da  brassinosteroidi  (Yu  et  al.,  
2008).  Esse  vengono  reclutate  al  sito  bersaglio  BES1  e  questa  interazione  coincide  
con  la  riduzione  di  H3K9me3  (Yu  et  al.,  2008).  Tuttavia  le  loro  proprietà  biochimiche  
restano  da  chiarire.  Anche  la  JMJ706  di  riso  appartiene  a  questo  gruppo  e  demetila  
?? ??????????? in  vivo  che   in  vitro   (Sun  and  Zhou,  2008).  Mutazioni   in  questo  gene  
portano   a   variazioni   nel   numero   degli   organi   fiorali   delle   spighe   e   ad   un   aumento  
????????????? ??????????????????????,  2008).  
In  Arabidopsis,  IBM1/JMJ25???????????????????????????????????????????????? ????
presumibilmente  una  demetilasi  per  H3K9me2  e  H3K9me1  (Lu  et  al.,  2008;;  Saze  et  
al.,   2008).   In   accordo   con   questa   predizione,   il   fenotipo   di   ibm1   può   essere  
completamente   soppresso   dalle   mutazioni   di   KYP/SUVH4   (Saze   et   al.,   2008).  
????????? ???????? ??????? ????????? ?????? ????? ????????? ????????????? ?????????????
????? ???????????????????????????????????????????  
  
1.4  Acetilazione  e  metilazione  istonica  in  meiosi  
  
Nel  corso  della  meiosi,  per  gli  eventi  di  appaiamento,  sinapsi,  ricombinazione  e  due  
successivi   cicli   di   segregazione   (Zickler   and   Kleckner,   1999)   i   cromosomi   vanno  
incontro  a  riarrangiamenti  dinamici  continui  che  sono  accompagnati  dal  reclutamento  
ed  esclusione  di  complessi  multiproteici,  come  quelli  delle  coesine,  delle  condensine,  
????? ??? ??? ?????????? ??????????? ?????????? ?????????? ?? ???????? ????? ???????????
con   gli   eventi   specifici   della   meiosi,   influenzano   la   struttura   della   cromatina   e  
?????????????????????????????????????????????????????????????ura  dei  cromosomi  durante  
la  meiosi.    
Un  evento  essenziale  della  meiosi  è  rappresentato  dalla  ricombinazione,  che,  come  
?????????? ???? ?????????? ????? ?? ??????????? ???? ??????????????? ????????????? ????
cromosomi   nella   maggior   parte   degli   eucarioti   (Hassold   et   al.,   2007).   La  
ricombinazione   inizia   con   i   DSB   che   non   sono   distribuiti   in   modo   casuale   sui  
cromosomi.  È  stata  osservata  una  correlazione   tra   i   siti   preferenziali   di   formazione  
dei  DSB  e   le   regioni  della   cromatina   ipersensibili   alle   nucleasi   (Borde   et   al.,   1999;;  
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Fan  and  Petes,  1996;;  Mizuno  et  al.,  2001;;  Otha  et  al.,  2004;;  Wu  and  Lichten,  1994).  
??? ??????? ????? ???? ???????? ????????? ????? ??????? ??? ?????? ??? ??????????????? ?? ????
elevato   rispetto  alle  zone  circostanti.  Evidenze  sempre  più  numerose  suggeriscono  
che  particolari  modifiche  post-­traduzionali  degli   istoni  contribuiscono  alla  definizione  
degli  hot  spot.  Un  mark  epigenetico  che,  in  lievito  e  nei  mammiferi,  definisce  i  siti  di  
??????? ??? ??????????????? ?? ?????????????? ?????? ??? ??????????? ????? ????? ??? S.  
cerevisiae   ?? ?????? ?????????? ?????????? ????? ???? ???????? ??? ????? ??? ??????? ??????
ricombinazione  (Borde  et  al.,  2009).  La  mutazione  nel  gene  SET1,  che  codifica  per  la  
metiltrasferasi  istonica  responsabile  della  metilazione  su  H3K4,  riduce  la  formazione  
dei   D??? ???????? ???? ?????? ?? ??? ?????????? ?? ?????????????????? ?????????? ??? ???????? ???
H3K4me3   nelle   cellule.   Attraverso   diversi   studi   in   uomo   e   topo   è   stata   identificata  
una   regione   responsabile   della   distribuzione   della   ricombinazione   nel   genoma  
(Cheung  et   al.,   2010).   Tale   regione   contiene   il   gene  PRDM9   che   codifica   per   una  
????????? ???? ??? ?????? ?? ???? ??? ?? ????????? ??? ???????? ?????????? ?????? ????????
germinali   durante   la   profase   I   (Hayashi   et   al.,   2005).   I   mutanti   di   topo   per  
PRDM9/MEISETZ   sono   sterili   a   causa   di   un   notevole   ritardo   nella   progressione  
meiotica   allo   stadio   di   pachitene.   I   meiociti   mostrano   forti   alterazioni   nella  
??? ??????????? ????? ????? ???? ???????? ???? ??????? ???? ???? ?? ????????????????? ??????
omologhi   (Hyashi   et   al.,   2005).   Ceppi   con   diversi   alleli   al   locus   PRDM9  mostrano  
diversi   livelli  di  H3K4me3  considerando  due  hot  spot,  Psmb9  ed  Hlx1,  nei  quali  un  
alto  livello  di  metilazione  correla  con  alti  livelli  di  ricombinazione  (Buard  et  al.,  2009).    
Altri   mark   epigenetici   sono   stati   identificati   come   ?????????? ?????????????? ??? ????????
??????????? ??? ????????????? ????? ?? ???? ???? ???? ?????? ???????? ??? ??????????????? ??? S.  
cerevisiae   ??? ?? ?????????? ???? ??????????? ?????????? ??? ???? ???????????? ?? ?????? ???
HIS4  (Fan  and  Petes,  1995;;  Nag  and  Petes,  1993).  La  metiltrasferasi  istonica  SET2P  
è  coinvolta  nella  tri-­????????????????? ?????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????? ???????
da   SET2P,   è   coinvolta   nel   reclutamento   del   complesso   RPD3   di   tipo   repressivo  
(Carrozza  et  al.,  2005;;  Keogh  et  al.,  ???????????????????????????????????????????????
negativamente   la   ricombinazione  meiotica   determinando   una   struttura   chiusa   della  
cromatina   attraverso   la   deacetilazione.  Merker   et   al.   (2008),   hanno   osservato   che,  
?????????????????????????????????????????????????? ???????????????????????????set2,  rpd3  e  
set2/rpd3  vicino  al  sito  dei  DSB.  Inoltre,  anche  mutazioni  nel  gene  per  la  deacetilasi  
????? ???????? ??????????????????? ??????????? ??? ??????? ???? spot.   Diversi   altri   lavori  
?? ???????? ???? ?????? ??????????????? ????????? ??? ??? ?????? ? ???????? ??????
ricombinazione.  Ad  esempio,  il  locus  ade6-­M26  in  S.  pombe  ???????????????????????????
???????????????? ????????????? ??????? ??? ???? ???????? ?????????????????? ?????????????? ???
della   regione   codificante   di   ade6   (Ponticelli   et   al.,   1988;;   Szankasi   et   al.,   1988).  
Questa  mutazione   conferisce   un   incremento   del   tasso   di   ricombinazione   fino   a   20  
volte.  È  stato  dimostrato  che  la  cromatina  a  livello  di  M26  ha  una  elevata  sensibilità  
????? ????????? ????????????? ???????? ??????????? ?????? ??????? ???????? et   al.,   1997).  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????? ??????? ?????? ????????????? ?????????????? ????????????????? ???????????erasi   istonica  
SpGCN5   e   da   un   fattore   di   rimodellamento   della   cromatina,   SNF22.   Delezioni   nei  
geni  SpGcn5  o  Snf22  ??????????????????????????????????????????????????????et  al.,  2004).  
In   S.   cerevisiae,   GCN5   è   una   HAT   appartenente   ad   un   complesso   ADA/SAGA  
co??????????????????????????????? ?????????????????????????????????????????????????
gene   conferiscono   un   arresto   della   meiosi   a   stadi   molto   precoci,   prima   della  
??????????????????????? ???????????????????????????????????????????????????????
indiretta,  attraver???????????????????????????????????????????????????????????????????????
sua  volta,  attiva  una  serie  di  geni  meiotici  a  valle  (Burgess,  1999).  Anche  per  SIR2,  
che   in   S.   cerevisiae   ?????????? ?? ?????? ?? ?????? ?????????? ??? ?????? ??????
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ricombinazione.  Mutazioni  nel  gene  sir2,  infatti,  causano  effetti  sulla  distribuzione  dei  
DSB,   elevando   il   numero   dei  DSB  nel   5%  dei   geni   e   riducendolo   nel   7%  dei   geni  
(Mieczkowski   et   al.,   2007).   Invece   la   deacetilasi   SIRT6,   in   uomo,   è   implicata   nel  
riparo  dei  DSB,  mediante  legame  con  la  proteina  C-­terminal  interacting  protein  (CtIP)  
(Kaidi,  2010).  
In  Arabidopsis,  infine,  il  gene  MCC1  ??????????????????????????????????????????? ????
?? ????? ????? ?? ?????????? ?????? ?????????????? ???? ???????????? ?????? ??? ????????
overesprimente  questo  gene  mostra  riduzione  della  fertilità  ed  alterazioni  nella  micro-­  
e  macrosporogenesi.   In   particolare,   la  mutazione   compromette   il   CO   obbligato   del  
??????????????????????????? ???????? ???????????? ??????? ????????? ???????????????
incrementa  i  chiasmi  sul  cromosoma  4  (Perrella  et  al.,  2010).  
???????????????????????????????????????????????? ????????????????????????????? ?? ??????
??????? ???????? ???? ??????? ??? ???? ??? ??????????????? ?? ??????????? ?? ????????????
associate   in   lievito   con   i   centromeri   ed   i   telomeri   (Gerton   et   al.,   2000;;  Klein  et  al.,  
1996).   In  S.   pombe   la   soppressione   della   ricombinazione   avviene   a   livello   dei   loci  
??????????????????? ???????? ?????????????? ???? ?? ??????????? ??? ??????????????? ??
metilazione  istoniche  (Huang,  2002).  
??? ???????????????????????????????????????????? ??? ???????????????? ?????????????????
processi  meiotici  essenziali  (reviewed  by  Turner,  2007)   in  cui   le  modifiche  istoniche  
giocano  un  ruolo  importante.  In  C.  elegans???? ???????????????????????????????????
non  appaiati  nei  nuclei  in  pachitene  (Bean  et  al.,  2004;;  Kelly  et  al.,  2002;;  Reuben  and  
Lin,  2002;;  Schaner  and  Kelly,  2006),  e  ciò  suggerisce  che  questa  modifica   istonica  
???? ?????????? ??? ???????????? ?????????????????? ????????? ?????????? ???? ????? ???? ???
metilasi   istonica   HIM17   portano   ad   una   al?????????? ???? ???????? ????? ??????? ?? ??
difetti  nella  formazione  e  nel  riparo  dei  DSB,  oltre  ad  anomalie  nella  segregazione  dei  
cromosomi   sessuali   (Reddy   and   Villeneuve,   2004).   Altri   enzimi   implicati   nella  
????????????????? ?????????????????????????????????eiotica.  G9a  che  è  la  principale  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
al  silenziamento  trascrizionale  (Ogawa  et  al.,  2002;;  Tachibana  et  al.,  2001;;  Shi  et  al.,  
2003;;  Gyory  et   al.,   2004;;  Nishio   and  Walsh,   2004;;  Roopra  et   al.,   2004).   In   topo  è  
espressa  durante  gli  stadi  precoci  della  spermatogenesi.  La  delezione  di  G9a  porta  
??????????????????????????????? ???????????????????????????????????????????????????
sessi   causando   completa   sterilità   maschile   e   parziale   sterilità   femminile.   Gli  
spermatociti   presentano   difetti   nella   sinapsi   oltre   che   nel   riparo   dei   DSB   con  
conseguente  arresto  in  pachitene  ed  apoptosi  (Tachibana  et  al.,  2007).  
SUV39H,   in   topo,   è   coinvolta   nella   tri-­???????????? ????? ???? ?? ????????
???????????romatina   pericentromerica   (Peters,   2001).   La   mutazione   ai   due   loci,  
Suv39h1   e  Suv39h2,   determina   un   completo   fallimento   della   spermatogenesi   che  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
osserva  una  pronunciata  apoptosi  durante  la  transizione  da  medio  a  tardo  pachitene.  
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????? ???? ?? ??? ??? ???? ??????????? ?????????? ???????????? ?????? ???????????
????? ????????????-­Hernandez,  2010).  
???? ??? ??????? ???????????? ?????????? ??? ???????????? ?????????? ????????????? ???
uomo.   In  S.   pombe   (Lan   et   al.,   2007b;;   Opel   et   al.,   2007)   la   perdita   di   uno   dei   2  
omologhi,   splsd1   ed   splsd2,   risulta   in   difetti   di   sporulazione   (Lan   et   al.,   2007b);;  
entrambi  gl??????????????????????? ??????????????????????? ?????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????et  al.,  2007;;  Lan  et  
al.,  2007b).  
??? ?????????????????????????????????????????????????????-­metilazione  istonica  durante  
la  meiosi  è  ulteriormente  confermata  dal  fenotipo  dei  mutanti  nulli  per   le  demetilasi.  
In   particolare,   in   topo,   i  mutanti   per   la   demetilasi   JHDM2A/KDM3A   che   effettua   la  
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?????????????? ????? ??????? ??????? et   al.,   2007)   sono   vitali   ma   sterili,   con   severi  
difetti   della   spermatogenesi.   I   pochi   meiociti   presenti   nei   mutanti   mostrano   difetti  
nella   condensazione   della   cromatina.   È   stato   ipotizzato   che   questa   demetilasi   sia  
implicata   nella   condensazione   della   cromatina,   attivando   i   geni   coinvolti   in   questo  
pr???????? ????????? ?????????????? ???? ??????????? ??????????? ????????? ????????? ???
demetilasi  con  funzione  meiotica  in  topo  è  la  JMJD2/KDM4  che  presenta  una  dualità  
?????? ???????????? ???? ????????????????? ????????? ????????? ?? ??????????? ?? ???????????
Nei  mutanti   jmjd-­2   ??? ???????? ?? ?????????????? ????????? ???????????????? ??? ????????
germinali  mostrano  apoptosi  e  difetti  nel  riparo  dei  DSB  (Whetstine  et  al.,    2006).  
???? ?????????????? ?????????????????? ????????? ??????????????????? ???????????????
nella  meiosi   di  S.   cerevisiae   (Seward  et  al.,   2007),   i   cui  mutanti  mostrano  difetti  di  
sporulazione.    
In   Drosophila,   i   mutanti   nulli   per   SU(VAR)3-­3,   che   è   una   H3K4me2/1   demetilasi,  
esibiscono   livelli   elevati   di   metilazione   e   severi   difetti   di   sterilità   sia   maschile   sia  
femminile,  con  completa  assenza  di  oociti  nelle  femmine  (Rudolph  et  al.,    2007).  
     
1.5  Scopi  e  contenuti  della  tesi  
  
??? ?????????????????????? ???????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????ination   in  Higher  Plants  
??????????.   Lo   scopo   principale   è   stato   quello   di   stabilire   il   ruolo   in   meiosi  
?????????????????? ????????? ??? ??????????? ????????????? ????? ???????????????? ?????????
?????????? ??? ????????? ?????????? ?? ?????? ??????????? ??????????? ??????atica   di   31   geni  
codificanti  per  acetilasi/deacetilasi  istoniche  (HAT/HDAC)  in  Arabidopsis  thaliana.  Le  
linee  che  hanno  evidenziato  riduzione  della   fertilità  della  siliqua  e  quelle  riguardanti  
geni   che   in   silico   erano   risultati   candidati   ad   avere   un   ruolo   in   meiosi   sono   state  
caratterizzate   mediante   analisi   molecolari   e   della   vitalità   pollinica.   Un   gene  
codificante  per  la  deacetilasi  istonica  HDA19,  la  cui  inattivazione  causa  riduzione  sia  
della  produzione  di  semi  che  della  fertilità  pollinica,  è  risultato  avere  un  ruolo  meiotico  
nel   controllo   dei   chiasmi   e   nella   segregazione   dei   cromosomi.   Allo   scopo   di  
???????????? ???????????? ?????????????????? ?????????? ?????? ???? ?????? ?????????????
???????? ?????????? ?? ????????????????? ??? ?????????????????????????????????? anticorpi  
che  riconoscono  specifici  residui  di  lisina  (K)  acetilati  o  metilati  sugli  istoni  H3  ed  H4  
definendo  un  quadro  di  riferimento  della  dinamica  di  queste  modifiche  istoniche  nella  
microsporogenesi  di  Arabidopsis.  
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2.  MATERIALI  E  METODI  
  
2.1  Arabidopsis:  materiale  e  allevamento    
  
??? ?????? ????????? ??????????? ???? ?? ????? ????????? ????? ?????? ????????????? ????
?????????? ???????? ???????? ??? ?????????? ?????????? ???????????? ??Arabidopsis   gene  
mapping   tool   (http://signal.salk.edu/cgi-­bin/tdnaexpress).   I   semi   delle   linee   SALK   e  
CS  e  quelli  degli  ecotipi  Columbia  e  Wassileskjia,  utilizzati  come  controlli,  sono  stati  
ottenuti  dal  Nottingham  Arabidopsis  Stock  Center  (NASC)  (http://arabidopsis.info).    
??? ??????? ?? ?????????????? ?????? ??????? ????? ?????? ??????????? ???????   i   protocolli  
descritti   da  Weigel   and  Glazebrook   (2002).  ?????????? ??????? ?????? ??????????????? ???
consentito  la  stima  della  fertilità.  
  
2.2  Analisi  molecolari  
  
2.2.1  Estrazione  DNA  e  PCR  
  
????????????? ????????????????????? ???????? ????????? ?? ?????? ??????????? ???????????? ???
??????? ?????? ????? ????? ????????? ???????? ????????? ????????? ??? ??????????? ??????????
dalla  casa  produttrice.  
????????????????????????????????????????erzione  del  T-­DNA  sono  state  allestite  sul  DNA  
genomico  utilizzando  protocolli  standard  (Sambrook  and  Russell,  2001)  con  i  primer  
riportati  nella  tabella  3.  
Nel   caso   delle   linee   SALK?? ?? ??? ??? ????? ?????? ?????????? ???????????? ??? ????? ?? ???
??? ?????????????????????sito  http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html,  che  fornisce  le  
combinazioni   di   primer   forward   e   reverse   per   analizzare   le   singole   linee,   in  
combinazione   con   un   primer   specifico   per   il   T-­DNA,   LBb3.1.   In   particolare,   per  
ciascuna   linea   analizzata,   sono   state   allestite   2   reazioni   PCR   usando   le   seguenti  
combinazioni  di  primer:  
primer  gene  Forward  +  primer  gene  Reverse  
primer  gene  Forward  +  primer  LBb3.1  
??????????????? ?????????????????????????????????????-­DNA,  che  si  trova  nel  secondo  
esone,   non   è   nota   la   sua   posizione   precisa.   Per   questo   motivo,   i   primer   forward  
(HDA19   F)   e   reverse   (HDA19   R)   sono   stati   disegnati   alla   fine   del   primo   e   del  
secondo   esone,   rispettivamente,   ed   essi   sono   stati   usati   in   combinazione   con   i  
primer  per  il  T-­DNA  (T-­DNA  F  e  T-­DNA  R)  riportati  nel  lavoro  di  Krysan  et  al.  (1996)  
(Tab.  3)  secondo  il  seguente  schema:  
  
HDA19  F  +  HDA19R  
HDA19  F  +  T-­DNA  R  
HDA19  F  +  T-­DNA  F  
HDA19  R  +  T-­DNA  R  
HDA19  R  +  T-­DNA  F  
T-­DNA  F  +  T-­DNA  R  
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Tabella  3:  Elenco  dei  primer  utilizzati  nelle  reazioni  PCR  
  
  
2.2.2  Analisi  di  espressione    
  
?? ??? ??????? ?? ?????? ????????? ??? ???????? ????????? ?? ??? bocci   fiorali   allo   stadio   8-­11  
(Sanders  et  al.,  ?????????????????????????????????????????????????????????????????????
seguendo  il  protocollo  descritto  dalla  casa  produttrice.    
???? ?????????  semi-­quantitativa  RT-­??????????????????????? ???????????????????????? ???TM  
Two-­Step  RT-­????? ????????????????????????? ????? ??? ? ???????????? ?????????????????
sono  riportati  nella  tabella  4.  Per   la  retrotrascrizione  sono  stati  usati  380  ng  di  RNA  
totale   ed   OligodT   12-­??? ????????????? ???? ?????? ????????????????? ?? ?????? ?????????
utilizzando  il  gene  APT  (adenine  phosphoribosyltransferase)  come  normalizzatore.  In  
particolare,   per   il   gene  HDA6   sono  stati   usati   i   primer   (CS  24038  F/R)   riportati   nel  
lavoro  di  Wu  et  al.  (2008).  I  prodotti  delle  reazioni  RT-­PCR  sono  stati  separati  su  gel  
ad  alta  risoluzione  al  2%  di  agarosio  (Sambrook  and  Russell,  2001).    
  
Tabella  4:  ?????????????? ?????????????????????????????????????????  
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2.3  Analisi  citologiche  
  
2.3.1  Analisi  della  microsporogenesi  
  
Per   lo  studio  della  meiosi  maschile  sono  stati   impiegati  bocci  fiorali  allo  stadio  8-­11  
(Sanders  et  al.,  1999)  utilizzando  il  protocollo  descritto  in  Armstrong  et  al.  (2001).    
  
2.3.2  Analisi  della  colorabilità  pollinica  
  
Fiori  delle  linee  salk  e  CS  e  dei  controlli  Col-­0  e  Ws  sono  stati  utilizzati  per  saggiare  
la  fertilità  pollinica  mediante  il  test  di  Alexander  come  descritto  da  Bonhomme  et  al.  
(EMBO  COURSE,  http://www.isv.cnrs-­gif.fr/embo99/manuals/pdf/ch1.pdf).    
  
2.3.3  Immunolocalizzazione  
  
Gli  esperimenti  di   immunolocalizzazione  su  Col-­0  sono  stati  condotti  utilizzando  sia  
anticorpi   commerciali   (Millipore,   MA,   USA)   anti-­H3K9K14ac,   anti-­H4K16ac,   anti-­
H4K5ac,  sia  gli  anticorpi  sperimentali  anti-­H4K9ac  e  H3K4me3  prodotti  e  gentilmente  
forniti   dal   Dr.   A.   Viotti   (CNR-­IBBA,   MI).   È   stato   seguito   il   protocollo   descritto   in  
Armstrong  et  al.   (2002)  apportando  alcune  modifiche.  Tra  queste,   la   fissazione  dei  
bocci  fiorali  è  stata  effettuata  per  10-­20  minuti  in  paraformaldeide  fredda  al  4%;;  dopo  
tre   lavaggi   in  PBS,   come  descritto  nella  procedura,   il  materiale   è   stato   incubato   in  
una  soluzione  enzimatica  di  cytohelicase  0,4%  per  2  ore  a  37°C;;   i  bocci  sono  stati  
successivamente  dissezionati  per  far  fuoriuscire  le  antere.  Ulteriori  modifiche  hanno  
r?????????????????????????????????????? ?????????????????????????????????????????????????
sul   vetrino   con   azoto   liquido;;   saturazione   dei   siti   di   legame   liberi   con   1%   BSA  
(Sigma,  MO,  USA)  in  PBS  con  0,1%  Triton  X-­100  per  20  minuti;;   incubazione  a  4°C  
per  16-­24  ????????????????????? ???????????????????????????????????????-­H3K9K14ac,  
1:100  per  i  restanti  anticorpi  primari.  
  
2.4  Analisi  di  germinabilità  in  vitro  
  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
linee   putative   knock-­out   sono   stati   posti   su   mezzo   selettivo   (GM   +   Kanamicina  
50mg/L)  a  confronto  con  mezzo  non  selettivo  (GM).  
    
2.5  Analisi  statistiche    
La  frequenza  delle  piante  che  presentavano  il  fenotipo  di  interesse  è  stata  analizzata  
mediante  il  test  ?²,  per  verificare  i  rapporti  di  segregazione.  
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3.  RISULTATI  
  
3.1  Analisi  sistematica  dei  geni  HAT/HDAC  
  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
istoniche  (HAT/HDAC)  in  Arabidopsis  mediante  strategie  di  ???????????????????????????
?????? ????????? ??????-­?????? ????????????? ???? ???????? ?????? ?? ?????? ????????? ????
screening  per  la  semisterilità  della  siliqua.  Sulle  linee  selezionate  sono  state  eseguite  
ulteriori  indagini  basate  su  analisi  fenotipiche,  molecolari  e  citologiche  e  di  seguito  si  
riportano  i  risultati.  
  
????????????????????????????????????????-­????  
  
?????????????????????????????????????????????????????Arabidopsis  (Tab.  5).  Di  questi,  
30   erano   stati   identificati   in   silico   da  Pandey   et   al.   (2002)   come   codificanti   per   12  
HAT   e   18   HDAC.   Le   attività   enzimatiche   di   acetilazione   e   deacetilazione   istonica  
sono  state  successivamente  confermate  in  modo  sperimentale  per  alcune  fra  queste.  
Il  gene  rimanente  MCC1-­like  mostra  alta  similarità  con  MCC1,  gene  isolato  presso  il  
nostro   laboratorio   e   riportato   in   banca   dati   come   codificante   una   HAT   GCN5-­like  
(Perrella  et   al.,  ??????????? ?????????? ???????????? ?????????????? ??????? ????? ???????????
presso   le   collezioni   pubbliche   disponibili   (http://signal.salk.edu/cgi-­bin/tdnaexpress)  
????? ?????? ????????? ??? ??????????????? ?????? ????????? ???????????? ????????????? ????
mutanti  inserzionali  (T-­DNA)  sia  linee  RNA-­i.    
???????????? ???? ???????? ????????????? ?????? ?? ??? ??????? ??? ??????? ?????? ?????? ??? ??
???????????????????????????????????one,  privilegiando  quelle  in  cui  essa  era  contenuta  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????? ???? ????? ?????? ??????? ??? ?????? ???? ????????????? ?????? ????????? ?????????? ?????
??????????? ?? ??? ??????? ???? ????.   Laddove   non   erano   disponibili   i   mutanti   inserzionali  
sono  state  scelte  linee  RNA-­i  (linee  CS)  tra  quelle  riportate  nei  lavori  pubblicati.    
In  tabella  5  sono  elencate  le  36  linee  reperite,  di  cui  29  inserzionali  e  7  linee  RNA-­i.  
Per   4   geni   sono   state   analizzate   più   linee.   Per   le   linee   inserzionali   è   riportata   in  
tabella  5  anche  la  posizione  del  T-­DNA  rispetto  al  gene  interessato.  
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Tabella  5:  Elenco  delle  29  linee  inserzionali  selezionate  (SALK  e  CS  31355)  e  delle  7  linee  RNA-­i  (CS  24038,  CS  
24039,  CS  30355,  CS  3969,  CS  30957,  CS  3983,  CS  30854).  Per  ciascun  gene  analizzato  si  riporta  la  famiglia  di  
appartenenza,  il  locus,  la  linea  e  la  posizione  dell'inserzione  all'interno  del  gene.    
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3.1.2  Screening  fenotipico  
  
Lo  screening  fenotipico  iniziale  condotto  su  oltre  800  piante  si  è  basato  sulla  presenza  di  
semisterilità  nella  siliqua  poiché  alterazioni  della  meiosi  sono  generalmente  correlate  con  
riduzione  della  fertilità  della  siliqua.  I  controlli  corrispondenti  al  background  genetico  delle  
?????? ????? ?????????????? ?????????????????????? ????-­0),   nel   caso   delle   linee   SALK,   e   da  
Wassileskjia   (WS)  nel   caso  delle   linee  CS  ed  entrambi  mostrano   completa   fertilità   della  
siliqua.  Per  ciascuna  linea  è  stato  analizzato  un  numero  di  piante  variabile  tra  10  e  51  ed  i  
risultati  ottenuti  sono  riportati  in  tabella  6.  
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Tabella  6:  Frequenza  di  piante  semisterili  osservate  per  ciascuna  delle  36  linee  analizzate.  
  
  
  
3.1.3  Analisi  dei  putativi  mutanti  
  
Con   frequenza  diversa  sono  state  osservate  piante  semisterili   in  7   linee:  SALK_007123,  
SALK_119279,   SALK_086287,   SALK_131994,   SALK_027726,   SALK_045791   e   CS  
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31355.   Per   ciascuna   di   esse   sono   state   selezionate   1-­3   piante   semisterili   e   sulle   loro  
progenie   sono   state   condotte   in   parallelo   diversi   tipi   di   analisi   per   confermare   ed  
???????????????????????????????? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????
citologica   e   molecolare   delle   progenie   sono   riportati   nelle   tabelle   7   e   8.   Tra   le   analisi  
??????????? ?????????? ????????????????? ???? ???? ???? ??? ??? ??????????????? ?????????? ???
??????????? ??? ??????????? ??? ????????? ???????????????? ???? ?????? ??????? ??? ??? ???? ?????? ???
?????????????????????? ????????????????? ??????????? ?????????????????????????? progenie  di  5  
linee.  La  germinabilità  in  vitro  ha  consentito  di  selezionare  su  mezzo  selettivo  le  piante  con  
?????????????? ??????   al   marcatore   di   resistenza   associato.   In   particolare,   la   linea  
SALK_007123  ha  mostrato  un  fenotipo  di  sterilità  a   livello  della  siliqua  ed  anomalie  della  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????in  vitro  dei  semi  in  
????????? ????????????????? ???????????   sia   la   verifica   molecolare   hanno   evidenziato  
??????????????????????????  
Nella   linea   SALK_1192??? ?????????? ??????????? ???? ??? ??????????? ??? ?????????????? ??????
siliqua   e   nessuna   alterazione   della   fertilità   pollinica   è   stata   osservata.   Anche   in   questo  
?????? ?????????? ???? ??? ????????? ?????????? ????????????????? ??????????? ???? ??? ?????????
osservato  nel  primo  screening  fosse  casuale.  
Le   tre   linee   SALK_086287,   SALK_131994   e   SALK_045791   non   hanno   confermato   la  
semisterilità   osservata   nel   primo   screening   ed   anche   la   fertilità   pollinica   è   risultata  
?????????????????????????????????????????????????????????????ne.  
La  linea  SALK_027726  (HAM1)  ha  mostrato  sterilità  sia  a  livello  di  siliqua  che  di  polline  ed  
???????????????????????????? ?????????????? ??? ????????????????????????????????????????????????????
HAT   HAM1   e   HAM2   non   hanno   difetti   di   sterilità,   mentre   i   doppi   mutanti,   ottenuti  
incrociando   le   linee   SALK_027726   e   SALK_106046   (HAM2)   manifestano   difetti   nello  
sviluppo  dei  gametofiti  maschile  e  femminile  (Latrasse  et  al.,  2008).  Per  questo  motivo  è  
??????????????????????????????????????????? ???????????????????????rzione  presente  nella  linea  
SALK_106046;;   i   risultati  hanno   indicato  chiaramente  che,  nella   linea  SALK_027726,  era  
??????????????????????????????????????HAM2  e  che  entrambe  le  inserzioni  erano  presenti  
in   eterozigosi,   indicando   che   il   fenotipo   dipendeva   dal??? ????????? ???????????????? ???
entrambi  i  geni.  
  
Tabella  7:  Analisi  fenotipica  e  citologica  effettuata  sulle  progenie  delle  piante  semisterili  selezionate  nel  primo  screening.  
Per  ciascuna  linea  si  riporta  il  numero  di  progenie  analizzate  con  il  totale  delle  piante,  la  percentuale  di  piante  semisterili  
e  la  fertilità  pollinica.  
  
  
Tabella   8:  ??????????????????? ???? ????? ???????????? ???????????????? ?????? ????????? ????????????? ???????????? ???????????? ????
primo  screening.    
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3.1.4  Analisi  funzionale  del  gene  HDA19  
  
???????????????????????????????????????????????????????HDA19,  aveva  evidenziato  nel  primo  
screening  semisterilità  della  siliqua  per  il  65%  delle  piante  (Tab.  6)?????????????????²  indica  
???? ????? ?????????? ?? ???????????? ???? ?????????? ??? ??? ????????? ??? ????????????? ????
corrispondente   ad   una   mutazione   dominante   (p<0,05).   Con   il   test   di   Alexander   per   la  
verifica   della   fertilità   pollinica   è   emerso   che   tutte   le   piante   della   linea   CS   31355   che  
mostravano  semisterilità  della  siliqua  avevano  anche  una  riduzione  della  fertilità  pollinica  
del  41%.    
????????????????????????????????? ?????????????????????? ??? ????????????????????????????????
ha  fornito   i   risultati   riportati   in   tabella  9,  sugger????????? ???????????????????????????? ?????
copie  successive,  secondo  lo  schema  riportato  nella  figura  3.  
  
Figura  3:  Schema  rappresentativo  della  localizzazione  di  due  copie  del  T-­DNA  nel  secondo  esone  del  gene  HDA19.  Per  
ciascuno  dei  primer  utilizzati  sono   riportate   le  posizioni  di  annealing.   I  primer  per   il  T-­DNA   (Krysan  et  al.,  1996)  sono  
disegnati  sul  left  border  (LB)  e  right  border  (RB),  mentre  quelli  per  il  gene  HDA19  alla  fine  del  primo  esone  (HDA19  F)  e  
alla  fine  del  secondo  esone  (HDA19  R).  In  blu  si  riportano  gli  esoni,  in  verde  gli  introni,  in  rosso  il  T-­DNA  con  i  rispettivi  
LB  ed  RB  (arancio).  
  
  
  
  
Tabella  9:  Sequenze  amplificate  per  ciascuna  coppia  di  primer  utilzzata  nella  linea  CS  31355.  
  
  
La   PCR   ha   confermato   che   il   fenotipo   di   semisterilità   era   associato   alla   presenza  
?????????????????????????????????????????????????????????????  
?????????? ??-­???? ?? ?????? ????????? ????????? ??? ??? ?????????? ???? ??? ?? ?????? ?? ???? ???
UTR.  Essa  ha  indicato  la  presenza  del  trascritto  nella  progenie  delle  piante  omozigoti  per  
?????????????? ?????? ??? ??? ????????? ?????????? ????????? ??? ?????????? ????? ???? ???? ?????????????
verifica,   il   trascritto   ottenuto   in   questa   analisi   è   stato   sequenziato   ed   i   risultati   hanno  
??????????????????????????????????????????????????????????????nza  del  secondo  esone.      
        
Figura  4:  RT-­PCR.  Livello  di  espressione  del  gene  HDA19  nella   linea  CS  31355  e  nel  controllo   (Ws).   Il  gene  APT  è  
usato  come  normalizzatore.  
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Per   determinare   il   ruolo   del   gene   HDA19   nel   processo   meiotico   è   stata   analizzata   la  
microsporogenesi  nella  linea  CS31355  a  confronto  con  il  controllo  WS  (Fig  5).  Durante  la  
profase   I   il   leptotene   e   lo   zigotene   non   evidenziano   differenze   nel   mutante   rispetto   al  
controllo.   In   pachitene,   in  WS   i   cromosomi   risultano  appaiati   per   tutta   la   loro   lunghezza  
(Fig.   5   a)   mentre   nella   linea   CS31355   sono   state   osservate   regioni   di   mancato  
appaiamento  (Fig  5  b).  Nel  controllo,  si  osservano  in  diacinesi  5  bivalenti  uniti  a  livello  dei  
chiasmi  (Fig  5  c)  che  successivamente  si  allineano  sulla  piastra  metafasica  (Fig  5  e).  Nel  
mutante   in   diacinesi   e   metafase   I   sono   stati   osservati   con   una   frequenza   del   17%   (n.  
meiociti=17)   meiociti   con   2   univalenti   oltre   ai   4   bivalenti   (Fig   5   d,   f).   La   presenza   di  
univalenti  indica  che  il  crossover  obbligato  necessario  per  tenere  uniti  gli  omologhi  fino  alla  
metafase  I   fallisce  nel  mutante  per  una  coppia  cromosomica.  Durante   la  profase  II,  nella  
linea  CS31355,  oltre  ai  meiociti  regolari,  sono  state  osservate  diverse  anomalie:  cromatidi  
fratelli   che   si   separano   prematuramente   (Fig   5   h),   cromosomi   e   cromatidi   associati   in  
maniera  irregolare  (Fig  5  i).  Nel  controllo  si  osservano  con  regolarità  5  cromosomi  ad  ogni  
polo  (Fig  5  g).  Al  termine  del  processo  meiotico  la  linea  CS31355  produce  oltre  ai  prodotti  
regolari  con  4  nuclei,  ciascuno  recante  5  cromosomi,  come  in  WS  (Fig  5  l),  anche  meiociti  
contenenti  nuclei  con  un  numero  sbilanciato  di  cromosomi  (Fig  5  m).  
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Figura   5:   Analisi   della   microsporogenesi   nella   linea   CS31355   (b,   d,   f,   h,   i,   m)   e   nel   controllo  WS   (a,c,   e,   g,   l).   In  
pachitene  (b)  nel  mutante  si  evidenziano  regioni  di  mancato  appaiamento  dei  cromosomi.  Durante   la  diacinesi  (d)  e   la  
metafase  I  (f)  la  linea  CS31355  presenta  nuclei  contenenti  2  univalenti  (d,  f)  (indicati  dalle  frecce).  In  profase  II  (g,  h,  i),  
nella  linea  CS31355,  si  osservano  separazione  prematura  dei  cromatidi  (h)  ed  associazioni  irregolari  (i).  In  telofase  II  si  
formano  nuclei  con  un  numero  sbilanciato  di  cromosomi  (m).  ????????  (Cont.)  
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Figura  5  (Cont.)  
  
  
  
3.1.5  Geni  HAT/HDAC  identificati  in  silico  come  candidati  ad  avere  un  ruolo  in  meiosi.  
  
??????????????????????????????????????HAT/HDAC  che  potessero  essere  candidati  ad  avere  
una   funzione   in   meiosi   sono   state   condotte   presso   il   nostro   laboratorio   analisi  
bioinformatiche   (Aiese   Cigliano   R.,   comunicazione   personale).   Tramite   queste   è   stato  
?????????? ?? ???????? ????? ??? ?????????? ???? ??????? ??? ??????????????? ??????????????
differenziale  nei  tessuti  riproduttivi  di  Arabidopsis  ????????????????????????????????o  in  altri  
organismi  modello.  Dalle  analisi  è  emerso  che  i  geni  con  maggiore  punteggio  erano  HDA6,  
HDA7,  HDA9  e  HDA19??????????????????? ??????????????????????????????????? ??? ????????  
31355   aveva   evidenziato   semisterilità   della   siliqua   nel   primo   screening,   le   linee  
corrispondenti   ai   geni  HDA6,  HDA7   e   HDA9,   non   avendo  mostrato   alcun   fenotipo,   non  
erano  state   sottoposte  ad  ulteriori  analisi.  Pertanto  su  queste   linee  sono  state  effettuate  
analisi  molecolari  e  di  fertilità  pollinica.  La  linea  SALK_007123  per  HDA9  presumibilmente  
????????????????????  
La   linea  RNA-­i  CS  24038   (HDA6?????????????????? ???????????? ????????????????????? ??????????
RT-­PCR   ha   indicato   che      il   gene  HDA6   si   esprime   sebbene   a   livelli   inferiori   rispetto   al  
controllo  (WS)  (Fig  6  a).    
Sulla  linea  SALK_002912  (HDA7???????????????????????????????????????????????????????????
?????? ????????? ??? ???? ??????? ?????????? ?????????? ???? ????????????? ????? ?????? ???????????
verifiche   per   la   fertilità   pollinica,   che   appare   normale,   e   di   espressione.   In   letteratura  
(Schmid  et  al.,  2005)  è  riportato  che  HDA7  non  è  espresso  in  foglia.  Per  tale  motivo  nella  
?????? ???????????? ?? ?-­???? ?? ?????? ????????? ???? ????? ??? ????????? ??? ??????? ???? ???
quello  estratto  da  boccio   (Fig  6  b,   c).  Come  atteso,   in   foglia   il   trascritto  del  gene  non  è  
presente   nel   controllo   (Col-­0)   (Fig      6   b).   Il   trascritto,   tuttavia,   è   presente   nella   linea  
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mutante.  In  boccio  il  trascritto  del  gene  è  presente  sia  nella  linea  mutante  sia  in  Col-­0,  ma  
in   quantità   superiore   nel   mutante   (Fig   6   c),   facendo   ipotizza??? ???? ????????????? ???????
???????????????????-­?????????  
  
  
Figura  6:  RT-­PCR:  Livello  dei  trascritti  del  gene  HDA6  nella  linea  CS  24038  (a)  e  del  gene  HDA7  in  foglia  (b)  e  in  boccio  
(c)  nella  linea  SALK_002912  e  nei  rispettivi  controlli  (WS  e  Col-­0).  Il  gene  APT  è  usato  per  la  normalizzazione.  
  
  
  
  
3.2  Acetilazione  e  metilazione  istonica  nella  microsporogenesi  di  Arabidopsis  
  
????? ?????? ??? ???????????? ???????????? ?????????????????? ?? ?????? ???????????? ??????????
durante   la   meiosi   maschile   di   Arabidopsis   è   stat?? ??????????? ??? ???????????????????
usando   diversi   anticorpi   che   riconoscono   specifici   residui   di   lisina   (K)   acetilati   o  metilati  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????  
  
Tabella   10:   Schema   riassuntivo   dei   risultati   d????? ??????????????????? ???? ???????? ??? ??????? ?????????? ?????????? ??????
H4K16  ed  H4K5)  e  metilati  (H3K4me3)  sugli  istoni  H3  ed  H4  in  ciascuna  fase  della  meiosi  maschile  in  Arabidopsis.    
  
  
  
(segnale  +  =  debole;;  +  =  forte)  
  
Di  seguito  si  descrivono  nel  dettaglio  i  risultati  ottenuti  con  ogni  anticorpo.  
  
3.2.1  Immunolocalizzazione  dei  residui  di  lisina  acetilati  
  
???? ?????????? ??? ?????? ?????????????????? ???????? ??? ??????? ????? ?????? ? ???????? ????????
anticorpi:   anti-­??????????? ???? ?????????? ? ????????? H3   acetilato   sulle   lisine   9   e/o   14;;  
????????????????-­??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????-­
H4K5ac   e   anti-­????????? ???? ???????????? ????????? ??? ?????????? ?????? ??????? ?? ?? ????
rispettivamente.  
    
a)  H3K9K14ac  
I   risultati   relati??? ????? ??????????????????? ???????????? ??? ?????????? ???????????? ?????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????? ???????????????????????
nella  sottofase  zigotene  (Fig  7  a,  b),  in  cui  inizia  il  processo  della  sinapsi,  sia  in  diacinesi  
57  
  
(Fig   7   c,   d),   in   cui   i   cromosomi   appaiono   come   5   bivalenti.   Il   segnale   persiste   sui  
cromosomi  condensati  che  si  allineano  sulla  piastra  equatoriale  in  metafase  I  (Fig  7  e,  f)  e  
durante  la  separazione  degli  omologhi  in  anafase  I  (Fig  7  g,  h).  Nella  meiosi  II,  il  segnale  è  
presente  sui  nuclei  parzialmente  decondensati  della  profase  II  (Fig  7  i,  l)  e  sui  cromosomi  
??????????? ??????????? ?????? ????? ???????????? ???????? ??????????????? ????? ?? ?? ?????????
quando  i  cromosomi  si  allineano  sulle  due  piastre  equatoriali  in  metafase  II  (Fig  7  m,  n),  si  
separano  nei  cromatidi  fratelli  in  anafase  II  (Fig  7  o,  p)  e  costituiscono  i  4  nuclei  aploidi  in  
telofase  II  (Fig  7  q,  r).  Infine,  il  segnale  persiste  sui  nuclei  della  tetrade,  in  cui  è  avvenuta  la  
citocinesi  e  si  sono  formate  quattro  cellule  aploidi  (Fig  7  s,  t)  fino  allo  stadio  di  microspora  
(Fig  7  u,  v).    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura   7:   Immunolocalizzaz????? ???? ???????? ?????????? ??? ???? ???? ???????????? ??? ???????????? ???? ???????????????
????????????? ???-­0.   Per   ciascuna   delle   fasi   meiotiche   analizzate,   è   mostrata   nella   stessa   cellula   la   localizzazione  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
tutte   le   fasi   osservate:   zigotene   (a,   b),   diacinesi   (c,   d),   metafase   I   (e,   f),   anafaseI/telofase   I   (g,   h),   profase   II   (i,   l),  
metafase   II   (m,   n),   anafase   II   (o,   p),   telofase   II   (q,   r),   tetrade   (s,   t)   e   microspora   (u,   v).   ????? ?????? (Cont.)
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Figura  7  (Cont.)  
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Figura  7  (Cont.)  
  
  
  
b)  H3K9ac  
??? ??????????????? ????? ?????? ?? ?????? ???????????????????? ?????? ??? ??? ?????????? ???????
sperimentale,   e   la   sua   dinamica   è   riportata   in   figura   8.   È   stata   osservata   una   debole  
fluorescenza  della  cromatina  in  uno  stato  ancora  largamente  decondensato  nel  leptotene  
(Fig   8   a,   b);;   la   riduzione   del   segnale   nella   sottofase   zigotene   è   accompagnata   da   un  
addensamento   del   segnale   nella   zona   perinucleolare,   come   indicato   in   figura   8   (c,   d).  
Nella  diacinesi  il  segnale  più  intenso  si  osserva  invece  sul  nucleolo  (Fig  8  e,  f).  Una  forte  
colorazione   del   nucleolo   si   ritrova   anche   in   profase   II   (Fig   8   g,   h),   dove   una   debole  
marcatura  caratterizza  i  2  gruppi  di  cromosomi.  In  metafase  II  (Fig  8  i,  l)  ed  anafase  II  (Fig  
8   m,   n)   il   segnale   si   ritrova   ancora   molto   debole   sui   cromosomi   condensati.   Di   nuovo  
????????????????? ????????? ??? ??????????? ?????????????????????????? ???????????????? ??????? ?????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????
debolmente  sui  nuclei  anche  nelle  fasi  di  tetrade  (Fig  8  s,  t)  e  microspora  (Fig  8  u,  v),  in  cui  
non  è  stato  rilevato  il  segnale  sul  nucleolo.    
??????? ???????????????? ??????? ???????????? ?????? ????????? ???? ???????????????
presumibilmente  i  microtubuli  (MT)  organizzati  intorno  al  nucleo  durante  gli  stadi  di  profase  
I,  telofase  II  e  microspora  (Fig  8  a,b;;  o-­???????????????????????????????????????????????????????  
  
Figura  8   :   ????????????????????????? ????????????????????? ??????????????? ???????????????????????????? ????????????????-­0.  
??????????????? ?? ??????? ?????? ?????????? ??? ?????????? ???? ??? ?? ??? ?????????? ????????? ??????????? ????? ??????????????? ?????
zigotene   (c,   d),   come   indicato   dalle   frecce.  Durante   il   diplotene   (e,   f)   si   osserva   un   forte   segnale   sul   nucleolo   che  è  
presente   anche   in   profase   II   (g,   h)   (frecce).   In   metafase   II   precoce   (i,   l)   ed   anafase   II   (m,   n)   il   segnale   è   presente  
????? ??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????ei  nucleoli  e,  alla  
fine  telofase  II  (q,  r)  la  marcatura  della  zona  perinucleolare.  (Cont.)  
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Figura  8  (Cont.)  
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Figura  8  (Cont.)  
  
c)  H4K16ac  
??? ???????? ??????????????? ????-­H4K16ac   è   stato   rilevato   in   tutti   gli   stadi   della   meiosi  
analizzati.   Colocalizza   con   il   nucleo/cromosomi   durante   le   sottofasi   osservate   della  
profase   I:   leptotene   (Fig   9   a,   b),   zigotene   (Fig   9   c,   d)   e   diplotene   (Fig   9   e,   f),   in   cui   i  
cromosomi  omologhi  di  ciascuna  coppia  di  bivalenti  appaiono  uniti  a  livello  dei  chiasmi  (Fig    
9   g-­w)?? ??????????????? ????? ????? ????????? ???? ?????????? ???????? ?????? ?? ??????????? ??????
della  meiosi  I  e  II.  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  9:   ???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????-­0.  
?????????????e  è  presente  sulla  cromatina  durante  le  sottofasi  della  profase  I:  leptotene  (a,  b),  zigotene  (c,  d)  e  diplotene  
(e,  f)  e  colocalizza  con  i  cromosomi  durante  tutti  i  successivi  stadi  della  meiosi  I  e  II.  Metafase  I  (g,  h),  anafase  I/telofase  I  
(i,   l),  profase   II   (m,  n),  metafase   II   (o,  p),  anafase   II   (q,   r),   telofase   II   (s,   t),   tetrade   (u,  v)  e  microspora   (z,  w)   (Cont.)
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Figura  9  (Cont.)  
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Figura  9  (Cont.)  
    
  
d)  H4K5ac  
?? ?????? ?????????? ???? ??????????????? ????? ?? ???????? ??? ???????? ???????????? ?????????o  
?????? ??????? ???? ??????????? ??? ??? ?? ??? ??? ????? ????? ??????? ??? ??? ???????????????????
????? ???????????????????????????????????????????????????????????????????  
??????????????? ???????????????????????? ?????????????????????????????????????????????
associato  al  nucleo/cromosomi  durante  tutti  gli  stadi  finora  osservati  per  la  meiosi  I  e  per  la  
meiosi   II.   Infatti,   in  meiosi   I,  è  presente  nelle  sottofasi  zigotene   (Fig  10  a,  b)  e  diacinesi  
(Fig   10   c,   d)   e   nella   metafase   I   (Fig   10   e,   f).   il   segnale   è   ancora   presente   sul  
nucleo/cromosomi  durante  tutti  gli  stadi  della  meiosi  II.  
  
Figura  10:   ????????????????????????? ????????????????????? ??????????????? ????????????????????????????????????????????-­0.  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????  I:  zigotene  (a,  b)  e  diacinesi  (c,  d)  e  in  metafase  I  (e,  
f).  Il  segnale    è  presente  sui  cromosomi  anche  durante  la  meiosi  II:  profase  II  (g,  h),  metafase  II  (i,  l),  anafase  II  (m,  n),  
telofase  II  (o,  p),  nella  tetrade  (q,  r)  e  nella  microspora  (s,  t).  (Cont.)  
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Figura  10  (Cont.)  
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Figura  10  (Cont.)  
  
  
??????? ???????????????????????????????? ?????????????????  
??? ?????? ?? ???????? ??? ???????? ???? ?? ??????? ?? ??? ????? ???????????? ??? ????????????
importanza   nella   ricombinazione   meiotica   in   diversi   organismi.   Per   tale   motivo   tra   le  
???????? ???????????? ?? ???? ?????????????? ?????????? ?? ???? ?? ???????? ???????? ??????????????? ?????
deciso  di   iniziare   lo   studio  della  metilazione   istonica   in  meiosi   con  H3K4me3.  Le  analisi  
???????????????????? ??? ?????? ??? ??? ?????????? ???ora   sperimentale,   hanno  mostrato   che  
??H3K4me3      colocalizza   con   i   cromosomi   durante   tutti   gli   stadi  meiotici   finora   esaminati.  
Inoltre  è  stato  osservato  che  la  tri-­metilazione  del  K4  è  assente  dai  blocchi  eterocromatici  
(indicati   dalle   frecce)   negli   stadi   ??????????? ??? ???? ?? ?????????? ???????????? ??????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
11  m,  n).    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  11:  Immunolocalizzazione  dei  residui  K4  tri-­????????????????????????????????????????-­0.  Il  segnale  di  acetilazione  è  
presente  sui  cromosomi  in  pachitene  ed  esclude  i  blocchi  eterocromatici  come  indicato  dalle  frecce  (a,  b).  Lo  stesso  si  
può   osservare   in   profase   II   (g,   h)   ed   in   telofase   II   (m,   n).   Nelle   restanti   fasi   esso   si   localizza   sul   DNA/cromosomi.  
Diplotene  (c,  d),  anafase  I/telofase  I  (e,  f),  metafase  II  (i,  l),  tetrade  (o,  p)  e  microspora  (q,  r).  (Cont.)  
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Figura  11:  (Cont.)  
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4.  DISCUSSIONE  
  
??????????????????????????? ??????????????????????????????? ??? ????????????????????????????????
metilazione   istoniche   nella   meiosi   di   pianta   utilizzando   diverse   strategie   nella   specie  
modello   Arabidopsis   thaliana?? ??? ????????????? ?? ?????? ???????????? ??????????? ???????????
sistematica    dei  geni  codificanti  per   le  HAT/HDAC  di  Arabidopsis  e  sono  state  analizzate  
??????????????? ?? ??? ???????????? ?????? ??????? ???????? ??? ??????? ????????? ?????????
immunolocalizzazione.  
  
4.1  Analisi  dei  geni  codificanti  per  le  HAT/HDAC  in  Arabidopsis    
  
???????????????????????????????????????????????e  rispetto  alle  linee  RNAi,  le  linee  inserzionali  
(T-­DNA)  che  consentono  di  ottenere  mutazioni  specifiche  per  un  singolo  gene.  Nel  caso  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????? ??????à  dei  geni  HAT/HDAC  ????????????????????????????????????  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????? ???????????????????????
di   caratteri   fenotipici   di   facile   osservazione.   In   particolare,   su   tutti   i   mutanti   è   stato  
effettuato   uno   screening   fenotipico   preliminare   prendendo   in   considerazione   la  
semisterilità  della  siliqua.  La  sterilità  parziale  o  totale  è  generalmente  il  carattere  su  cui  si  
basa  la  selezione  di  mutanti  meiotici  in  pianta,  poiché  in  ampie  popolazioni  rappresenta  il  
carattere   più   facile   da   individuare   come   indice   di   anomalie   nel   processo   riproduttivo  
(Mercier  et  al.,   2001a;;  Consiglio  et  al.,  2007).  Generalmente,   i  mutanti  meiotici   isolati   in  
Arabidopsis  hanno  evidenziato  una  produzione  di  seme  ridotta  o  assente  (Couteau  et  al.,  
1999;;  Grelon  et  al.,  2001;;  Schommer  et  al.,  2003).  La  presenza  del  fenotipo  semisterile  è  
stata  osservata  anche  in  mutanti  di  Arabidopsis  con  modificazioni  nel  livello  di  acetilazione  
degli  istoni.  Tra  le  HDAC,  sia  il  mutante  transgenico  cash126,  con  espressione  antisenso  
stabile   del   gene  HD1   (HDA19),   sia   il   mutante   Athd1-­t1   con   ???inserzione   T-­DNA   nello  
stesso  gene  HD1,  hanno  una  ridotta  fertilità  (Tian  et  al.,  2001;;  2003).  Un  ridotto  numero  di  
semi   caratterizza   anche   le   silique   di   piante   transgeniche   antisenso   per   il   gene  AtHD2A  
(Wu   et   al.,   2000)   e   del   mutante   hda6rts1?? ??? ?????????? ?? ?????? ?????? ??? ????????? ???
semisterilità   interessa   soltanto   le   prime   silique   (Aufsatz   et   al.,   2002).   Tra   le   HAT,   una  
ridotta  fertilità  è  stata  osservata  nei  mutanti  hac1  e  gcn5/dlx8    (Deng  et  al.,  2007;;  Bertrand  
et  al.,  2003;;  Vlachonasios  et  al.,  2003).   Il   fenotipo  semisterile  dei  mutanti   sopra   riportati  
non  è  stato  però  indagato.  Invece,  nei  doppi  mutanti  HAM1/ham1  ham2/ham2  (Latrasse  et  
al.,  2008)  e  in  mcc1  (Perrella  et  al.,  2010)  il  fenotipo  semisterile  è  stato  associato  a  difetti  
nella  gametogenesi  e  nella  microsporogenesi,  rispettivamente.  
Nella   presente   tesi,   lo   screening   fenotipico   è   stato   effettuato   su   un   numero   di   piante  
variabile  per  ciascuna  linea,  in  conseguenza  della  disponibilità  di  semi  ottenuti  dal  NASC  e  
della  percentuale  di  germinabilità  degli  stessi.  Dalla  prima  analisi  sono  state  selezionate  7  
linee   semisterili,   le   cui   progenie   hanno   confermato   il   fenotipo   associato   alla   presenza  
???????????????? ??lo   in   due   casi   (SALK_027726,   CS   31355).   Per   le   altre   linee   le   analisi  
?????? ?????????? ?????????? ???????????????? ?????????????? ????????????? ???????
?????????? ???? ????????? ?????????????? ???????????? ?? ?????????????? ??? ??????????????
quindi,   che   la   bassa   fertilità   osservata   nella   prima   fase  di   screening   sia   dovuta   a   fattori  
ambientali   indicati   tra   le   possibili   cause   della   ridotta   produzione   di   semi   (Drews   et   al.,  
1998).  
La   linea  SALK_027726   (HAM1)  ha  evidenziato   il   fenotipo  semisterile  nella  progenie  e   la  
presenz?? ????????????????? ??????? ?????? ???? ?????????? ???? NASC   come   omozigote   per  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
studio  di  caratterizzazione  funzionale  della   famiglia  MYST   in  Arabidopsis,  Latrasse  et  al.  
(2008)  hanno  analizzato  il  ruolo  dei  geni  HAM1  ed  HAM2  mediante  i  mutanti  per  i  singoli  
geni   e   nei   doppi   mutanti.   Da   questa   analisi   è   emerso   che   HAM1   ed   HAM2   erano  
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funzionalmente  ridondanti,  per  cui  la  presenza  di  almeno  uno  dei  due  geni  era  sufficiente  a  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
(SALK_027726  e  SALK_106046).  I  doppi  mutanti,  invece,  ottenuti  incrociando  le  rispettive  
linee  SALK,  non  erano  vitali  quando  entrambe   le   inserzioni  erano  presenti   in  omozigosi.  
Manifestavano   severi   difetti   nella   gametogenesi   quando   una   delle   due   inserzioni   era  
presente   in   eterozigosi.  Questo   dato   era   discordante   rispetto   ai   nostri   risultati   poiché   la  
semisterilità,   a   livello   sia   di   siliqua   che   di   polline,   era   stata   osservata   nella   linea  
SALK_027726.  Per  questo  motivo  è  stata  effettuata  una  verifica  PCR  su  questa  linea  con  i  
??? ??? ?????????? ???? ??? ?????? ????????????? ???????????? ??? ????????? ??? ??????????????
anche  nel  gene  HAM2????????????????????????????????????   linea  SALK_027726  in  realtà  
conteneva  due   inserzioni,   una  nel   gene  HAM1   ed   una  nel   gene  HAM2   indicando   che   il  
fenotipo  derivava  da  questa  doppia  inserzione.    
???????? ?????????  ??????? ??????????????????? ??????????????? ???? ????????????????? ???????????
sarà  discussa  in  dettaglio  nel  seguente  paragrafo.  
  
4.2  Analisi  funzionale  del  gene  HDA19  
  
Le  analisi  fenotipiche  della  linea  CS  31355  inserzionale  per  il  gene  HDA19  hanno  indicato  
che   la   semisterilità   della   siliqua   segrega   con   un   rapporto   di   3:1   caratteristico   di   una  
mutazione   dominante.   Inoltre,   il   test   di   Alexander   ha   evidenziato   che   tutte   le   piante  
semisterili   hanno   una   percentuale   di   polline   sterile   di   circa   il   40%.   Questi   dati   sono   in  
disaccordo  con  i  risultati  riportati  precedentemente  da  Tian  et  al.   (2003),  che  pur  avendo  
osservato   una   ridotta   produzione   di   semi   nella   stessa   linea   CS   31355   oltre   a   diverse  
anomalie   dello   sviluppo,   descrivevano   che   tali   anomalie,   inclusa   la   sterilità,   non   erano  
osservabili   nelle   piante   eterozigoti.   Inoltre,   analisi   condotte   al   microscopio   elettronico  
avevano  indicato  che  il  polline  era  apparentemente  normale,  per  cui  la  riduzione  di  fertilità  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
stami  che  risultavano  più  corti  rispetto  al  controllo.  
In  base  ai  nostri  risultati,  si  può  affermare,  invece,  che  alla  ridotta  fertilità  a  livello  di  siliqua  
e   di   polline   nella   linea   CS   31355   contribuiscono   le   anomalie  meiotiche   osservate   nella  
microsporogenesi.  Infatti,  nel  corso  del  pachiten???????????????? ??????????????????? ??????
???????????????? ???????????????????????????????????????????? ???????????????????????????????
univalenti.   Durante   la   meiosi   II   si   verificano   anomalie   nella   segregazione   che   causano  
prodotti   sbilanciati.   I   risultati  ???????????????????????? ????????? ??????????? ???? ??? ??????????? ???
CS   31355   non   funzioni   correttamente   compromettendo   la   produzione   della   deacetilasi  
istonica  HDA19  e  causando,  quindi,  un  effetto  di  iperacetilazione  istonica.  Nella  presente  
????????????????PCR  della  linea  CS  31355  ha  indicato  la  presenza  in  tandem  di  due  copie  di  
T-­????? ??????? ? ??? ??????? ?????????????? ???????????????? ???????? ?????? ???? ?????HDA19.  
??????????????????? ?? ?-­???? ??? ???? ??????? ?????????? ???? ????????????? ??? ????????? ???
presenza  di   un   trascritto   con   il   peso  molecolare   atteso  per   il   gene  HDA19,   anche   se   in  
quantità  inferiore  rispetto  al  controllo.  Il  sequenziamento  del  prodotto  ottenuto,  tuttavia,  ha  
????????? ??? ???????????????? ???? ??????????? ???? ?????????????? ???? ?? ???? ?? ???????????enti  
cromosomici   possono   verificarsi   in   Arabidopsis   ??? ???????? ??????????????? ??? ?-­DNA   dopo  
trasformazione  con  Agrobacterium  tumefaciens.  Castle  et  al.  (1993)  hanno  osservato  fino  
????????????????????????????????????????-­???????????????????????????????????si  RT-­PCR  in  CS  
31355  sono  discordanti  con  quanto  riportato  da  Tian  et  al.  (2003).  Infatti,  questi  autori  con  
???????si   RT-­PCR   non   avevano   rilevato   alcun   trascritto   nelle   piante   omozigoti   per  
????????????????????????????????????????? ???????????????????????buito  al   fatto  probabile  che  
???????????? ? ???????? ????????????? ???????????? ??? ????????? ????? ?????? ?? ???? ??? ??????
???????????????????????????????????????????????????????? ????????????? -­terminale).    
Si  possono  riscontrare  diverse  analogie  nel  comportamento  meiotico  tra  il  mutante  hda19,  
studiato   in   questa   tesi,   e   il   mutante  mcc1   (Perrella   et   al.,   2010),   che   overesprime   una  
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?????????? ?????????? ??????????????????? ????????? ?? ???????? ??? mcc1   e   presunta   in   hda19  
potrebbe   essere   la   causa   delle   anomalie  meiotiche   osservate   in   entrambi   i   mutanti.   Le  
alterazioni   nel   processo   di   sinapsi   sono   state   associate   in   mcc1   ad   anomalie   nella  
??????????? ?????????????? ???????? ???? ??????????? ??? hda19   le   cause   sono   da   accertare.  
??????????????????? ??? ??????? ???????? ???? ?????????ento   dei   chiasmi:   si   osserva,   infatti,   in  
mcc1  ????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
dei   meiociti   si   formano   2   univalenti   poichè   fallisce   la   formazione   del   CO   obbligato.  
Analogamente   in   hda19   si   osserva   il   17%   di   meiociti   con   due   univalenti   sebbene   sia  
???????????????????? ?????? ???????????? ?????? ??????????? ??? ?????? ?????????????????? ?????????
nella   formazione  dei  CO  è  ben  documentato  anche   in  altri  sistemi  modello,  per   i  quali  è  
???????? ?????????????????????????odifiche  istoniche  nella  formazione  dei  DSB  che  marcano  
????????? ??????????????? ???????????????????????????????????????????????????????????????? ???
distribuzione  dei  DSBs  non  è  omogenea:  infatti  sui  cromosomi  si  differenziano  zone  ricche  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
acetilazione   istonica   e   DSB   è   stato   trovato   in   Schizosaccharomyces   pombe,   dove   la  
delezione  del  gene  GCN5,  codificante  una  acetiltransferasi  istonica,  determina  la  riduzione  
dei  DSB  in  u?????????????????????????????????????????ade6  e  la  mutazione  M26  (Yamada  et  
al.,  ?????????????????????????????? ???S.   cerevisiae   silenzia   il   gene  SIR2,   codificante  per  
una  deacetilasi  istonica  il  cui  substrato  è  H4K16,  drasticamente  altera  la  distribuzione  nel  
genoma  dei  DSB,   che  aumentano  per   il   5%  dei   geni   e   diminuiscono  per   il   7%  dei   geni  
(Mieczkowski  et  al.,  2007).  Sempre   in  S.  cerevisiae,   la  deacetilasi   istonica  RPD3  agisce  
?????????????????????????????????????????????? ????????????????????????????????? (Carrozza  et  
al.,  2005;;  Keogh  et  al.,  2005).  Anche  mutazioni  nel  gene  per  la  deacetilasi  HDA1  elevano  
?????????????????????????????????????????????????????????et  al.,  2008).    
????????? ????????? ????mcc1   e  hda19   riguarda   i   difetti   di   segregazione  e   la   formazione  di  
prodotti  meiotici  sbilanciati.  In  oociti  di  topo  il  trattamento  in  vitro  con  Tricostatina  A  (TSA),  
che  inibisce  la  deacetilazione  istonica,  causa  errori  nella  segregazione  dei  cromosomi  con  
aneuploidia  e  morte   degli   embrioni   (Akiyama   et   al.,   2006).  Anche  negli   oociti   di   suino   il  
trattamento  con  TSA  provoca,  ???????????? ?????????????????????? ???????????? ??????????????
?????? ??? ??????????? ???????? ?????????? ??? ?????????? ?????????? ??? ???????? ?? ? ???? et   al.,  
2006).  
Peculiare  di  hda19  è  la  separazione  prematura  dei  cromatidi  fratelli.  Una  possibile  ipotesi  
?? ???? ??????????????????? ??????? ???????????? ?? ???????? ?????? ????????? ???? ?? ???????????? ???
centromero   eucariotico   è   una   struttura   specializzata   della   regione   cromosomica   sulla  
quale   si   assembla   il   cinetocore,   che,   a   sua   volta,   interagisce   con   i   MT   e   dirige   la  
segregazione  dei  cromosomi  durante  la  mitosi  e  la  meiosi  (Morris  et  al.,  2007).  È  possibile  
distinguere  due  zone  strutturalmente  e  funzionalmente  differenti  nel  centromero:  una  parte  
più  interna  di  cromatina  centromerica  (CEN),  che  assembla  la  struttura  del  cinetocore  ed  è  
?????????????? ??????????????????? ????????????????? ???? ?? ????????????? ?????? ????????? ????
cromatidi.  In  uomo  e  in  Drosophila  il  pattern  delle  modifiche  istoniche  di  queste  due  regioni  
è  ??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?? ?? ???????? ????? ???? ?????? ???????? ? ????????????? ??????????????? ??? ????? ?? ???????
caratterizza   invece   la   regioni  di  eterocromatina  pericentromerica  più  distali   (Sullivan  and  
Karpen,  ??????? ??????????????????????????????????????????????????????? ?????????????? ??????
uomo  la  proteina  centromerica  A,  CENP-­??????????????????????????????????????????????????
???? ???????????????????????????? ???????????????????????????????????????????????????????? ????
?????? ?????????????????????????? ??? ?????????????????? ???????????????????? ??????????????????
Karpen,  2004).    
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
del   complesso  delle   coesi??? ?????? ?????????? ???? ?????????????? ????????????? ????????????
Allshire,   ?????? ?? ??? ?????????? ???? ???????????? ??????????????? ????????????????????
aumentano  la  frequenza  di  aneuploidia  (Morris  et  al.,  2007).  Diverse  evidenze  esistono  sul  
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ruolo   della   deacetila?????? ????????? ???? ?????????? ???????????? ????????????????????
centromerica  (Ekwall  et  al.,  1997;;  Taddei  et  al.,  2001;;  Cimini  et  al.,  2003;;  De  La  Fuente  et  
al.,  ???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????
è  essenziale  per   il   reclutamento  della  proteina  eterocromatina  1  (HP1)  al  centromero  dei  
cromosomi  mitotici  in  S.  cerevisiae,  e  nelle  cellule  somatiche  di  uomo  e  topo  (Ekwall  et  al.,  
1997;;  Taddei  et  al.,  ???????????????????????????????????????????????????????????i  HP1  alla  
regione  centromerica  è   indebolita   in  mitosi  quando  gli   istoni  sono  mantenuti   in  uno  stato  
iperacetilato  durante  la  profase  I  (Cimini  et  al.,  2003).  Recentemente  è  stato  visto  che  HP1  
?????? ??? ?????? ???? ?????????? ?? ???????? ???????????????????? ???tromerica.   È   stato   infatti  
osservato   che   durante   la   meiosi   HP1   recluta   la   proteina   shugoshin,   che   protegge   le  
coesine  al  centromero  (Kitajima  et  al.,  2006).  Yamagishi  et  al.  (2008)  hanno  mostrato  che,  
????????????????? ?????????????????????????????????????tromeriche  è  un  requisito  importante  
???????????????????? ???? ??????????? ??? ????????? ????????????? ???? ?????????? ??? ????????
??????????? ????????? ??? ??????? ?? ?????????????? ???? ????????????? ???? ??????? ????? ???
shugoshin   al   centromero.   Anche   le   interazioni   cinetocore-­MT   sembrano   essere   alterate  
??????? ????????????????? ????????????? ??? ???? ??????????????? ??????????? ?? ?????? ??????
delezione   di   HP1   (Cimini   et   al.,   2003).   In   questo   contesto  molto   complesso   è   coinvolta  
anche   la   chinasi   Aurora   B   poiché,   mediante   la   fosforilazione   di   H3S10,   porta   alla  
dissociazione   di   HP1   dalla   cromatina   (Fischle   et   al.,   2005;;   Hirota   et   al.,   2005)   che   è  
importante   per   la   normale   progressione   della   mitosi   (Li   et   al.,   2006).   La   fosforilazione  
????? ?????????????????????????????????????????? 3  nelle  cellule  mitotiche  umane  (Li  et  al.,  
2006).   È   stato   suggerito   che  HDA3   fornisca   il   substrato   ottimale   per   la   kinasi   Aurora  B  
????????????? ????????? ??? ???? et   al.,   2006).   I   mutanti   hda3   mostrano   alterazioni  
?????????????????? ???? ??????????? ???????????zione   cinetocore-­MT   e   collasso   del   fuso  
mitotico   (Ishii   et   al.,   2008).   Inoltre   Eot-­Houllier   et   al.   (2008)   hanno   mostrato   che   la  
delezione  di  HDA3  determina  ??acetilazione  del  centromero  che  impedisce  la  dimetilazione  
????? ??????? ???????????? ??? ? ?? ???????one  è   importante   per   il   legame  di   shugoshin   che  
protegge   le   coesine   dalla   fosforilazione   e   quindi   dalla   protolisi   operata   dalla   separasi,  
prevenendo  la  separazione  precoce  dei  cromatidi.  Ulteriori  indagini  potranno  chiarire  se  si  
verifica   in   hda19   iperacetilazione   a   livello   centromerico   e   con   quali   effetti   sulle   altre  
modifiche  istoniche  cruciali  per  il  funzionamento  del  centromero.    
  
4.3  Analisi  dei  geni  HAT/HDAC  identificati  mediante  indagini  bioinformatiche  
  
?????? ????????? ?????? ?????????? ??????????? ????ematica   dei   geni   HAT/HDAC   si   è   basata  
????????? ??????????? ???????????????????????????????????????????????????????????????????????
laboriosa   e   non   sempre   in   grado   di   garantire   un   avanzamento   rapido   della   ricerca.   Pur  
????????????? ???? ???????????????? ???? ??ne   di   interesse   fosse   da   accertare   nelle   linee  
inserzionali,   altri   problemi   si   sono   presentati   per   la   scarsità   del   seme   fornito   dal   NASC  
?????????????? ??? ??????? ??????? ???? ?????????????? ?????? ????????????? ??llo   stato   genetico  
????????????????? ???? ??????????? ??? ??????? ?????? ???????????????? ???????? ??? ??? ????? ?? ??????
anche  rilevata  la  presenza  di  una  doppia  inserzione  (HAM1  ed  HAM2).  Per  questi  motivi  il  
???????? ????? ??????? ????????? ??? ???????? ???????????? ?? ?????? ? ??????????? ???? ???????????
bioinformatica   allo   scopo   di   identificare   geni   candidati   con   un   ruolo   in   meiosi   sui   quali  
approfondire   le   indagini.   Le   analisi   bioinformatiche   effettuate   dal   Dr.   Aiese   Cigliano   R.  
(comunicazione   personale)   hanno   individuato   geni  HAT/HDAC   sovraespressi   nei   tessuti  
riproduttivi  e  recanti  elevata  similarità  con  geni  ortologhi  coinvolti  nella  riproduzione  in  altri  
organismi.   Le   analisi   bioinformatiche   hanno   identificato   quattro   geni   candidati:   HDA19,  
HDA6,  HDA7   ed  HDA9.   Per   quanto   riguarda  HDA19  era   già   stato   identificato   nel   primo  
screening   delle   linee   inserzionali.   Nel   caso   del   gene   HDA9   non   sono   state   condotte  
?????????? ???????? ??????? ??? ?????? ????? ?? ??????? ????????????? ?????? ????????? ??????????
?????????????????????????????????? ?????????????????????????????HDA6  ed  HDA7  non  avevano  
76  
  
????????????????????????????????????????????????????????-­PCR  ha  evidenziato  la  presenza  del  
trascritto   del   gene  HDA6  ?????? ??????????? ???????????????? ??? ??????? ????? ?????????? ????
fenotipo   potrebbe   dipendere   da   due   fattori:   la   presenza   di   una   quantità   di   trascritto  
sufficiente   a   garantire   la   funzione;;   la   ridondanza   funzionale   con  altre  HDAC.  È   riportato  
che   le  proteine  HDA6  ed  HDA19  hanno  profili  di  espressione  molto  simili   (Schmid  et  al.,  
2005)   e   sono   coinvolte   nella   regolazione   di   molti   processi   comuni,   probabilmente   in  
maniera  ridondante.  
Nella   linea   SALK_002912   corrispondente   al   gene   HDA7   ????????????? ??? ???????? ????
????????????????? ??? ??????? ?????? ?????? ??? ??????? ????? ?????????? ???? ????????? ????
dipendere   da   ridondanza   funzionale   oppure   dal   fatto   che   la   possibile   ipoacetilazione  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????  
  
4.4  Dinamica  delle  modifiche  istoniche  nella  meiosi  di  Arabidopsis  
  
La  dinamica  delle  modifiche  istoniche  è  ben  documentata  nella  meiosi  femminile  di  diversi  
mammiferi   (Gu   et   al.,   2010),   mentre   le   informazioni   relative   alle   piante   sono   piuttosto  
scarse.  Nella  presente   tesi,   esperimenti   di   immunolocalizzazione  sono  stati   condotti   allo  
scopo  di  ottenere  un  quadro  di  riferimento  delle  modif????????????????????????????????????????
??????? ???? ?????? ?????????? ?????? ?? ???? ??? ??? ???????????????? ???? ??? ?????????? ????? ???????
della  meiosi  in  Arabidopsis  thaliana.    
?? ?????????? ????????? ????? ??????????????????? ????? ????????? ????? ??????????? ?????? ??ato  
???????? ?????????????????? ????? ?? ???? ?? ?????????? ?????????????? ????????? ??? ?????? ??? ?????
meiotiche  osservate.  Questo  risultato  concorda  con  quanto  osservato  in  oociti  di  maiale  da  
Wang  et  al.  ???????????????????????????????????????????????????????????one  delle  due  lisine  
singolarmente  (H3K14  ed  H3K9).  Tuttavia,  il  pattern  di  acetilazione  in  questo  organismo  è  
controverso.  Bui  et  al.  ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????
stadi  di  metafase  I  e  II,  mentre  Endo  et  al.  (2005)  riportano  la  deacetilazione  in  metafase  I  
e  II  solo  per  la  lisina  9.  Negli  oociti  di  topo,  invece,  entrambe  le  lisine  sono  acetilate  fino  al  
diplotene  e,  successivamente,  restano  deacetilate  fino  al  termine  della  meiosi  (Kim  et  al.,  
2003).  Nella  presen????????????????????????????????????????????????????????????????????? ??????
debole  a  confronto  con  il  segnale  intenso  delle  fasi  successive.  Questo  dato  concorda  con  
????????????????????????????????????????????????????? ?????Arabidopsis  diminuisce  in  zigotene  
(Boateng   et   al.,   ??????? ??? ?????????? ?????????????????? ???? ?????? ?????? ???????? ?? ???????
essere   un   requisito   importante   per   la   regolarità   della   meiosi.   Infatti,   nei   mutanti   dsy10  
(Boateng   et   al.,   2008)   ed   ask1-­1   (Yang   et   al??? ?????? ??? ???????????? ??????cetilazione  
???????? ??? ???????? ?? ?? ?????? ?????????? ?? ???????? ???????? ?????????????????? ???????? ??
ricombinazione.   Anche   nel   mutante   mcc1   ??????????????????? ????? ?? ??? ???????? ?? ??
accompagnata  da  una  serie  di  anomalie  meiotiche  (Perrella  et  al.,  2010).    
??????????????? ????? ???? ?? ????????? ???? ?????????? ???????? ?????? ??? ????? ?????? ???????
analizzate   sebbene   il   segnale   risulti  molto   più   debole   rispetto   al   diacetilato   H3K9K14   e  
???????????? ???? ??? ??????????????? ?????????? ????? ?????? ?????? ???????? ??????????????? ?el  
????????? ?????? ?? ?????? ????? ???????????????? ??????????????????? ???? ???? ?? ????????? ??????
??????????????????????????????????????????????????????Vicia  faba  (Jasencakova  et  al.,  2000),  in  
orzo  (Wako  et  al.,  2005)  e  negli   ibridi  di  Arabidopsis,   in  cui  si   ritiene  che  possa  regolare  
?????????????? ???? ????? ???? ???????? ????? ???? ???? ??????? et   al.,   2007).   Tuttavia,   i   risultati  
????????? ??? ??????? ????? ???? ???????????? ????-­H3K9ac,   che   riconosce   anche   elementi   del  
citoscheletro,   suggeriscono   che   tale   anticorpo,   peraltro   ancora   in   fase   sperimentale,   sia  
aspecifico.    
???????????????????????????????????????????????????????????Arabidopsis  progressivamente  su  
quattro  lisine  da  K16,  K12  e  K8  fino  a  K5,  riflettendo  un  pattern  conservato  negli  eucarioti  
(Early  et  al.,  2007).  Nella  presente  tesi  entrambe  K16  e  K5  sono  risultate  acetilate  durante  
tutte  le  fasi  meiotiche  indicando  indirettamente  la  tetra-­?????????????????? ??????????????????
77  
  
di  H4K16  è  ritenuto  un  mark  epigenetico  importante  per  la  regolazione  della  struttura  della  
cromatina.  Esperimenti   in  vitro  hanno,   infatti,  dimostrato  che  H4K16ac   interferisce  con   la  
formazione   della   fibra   di   cromatina   di   30   nm   inibendo   la   condensazione   delle   fibre  
cromatiniche  (Shogren-­Knaak  et  al????????????????????????????????????????????????  della  
cromatina.   In   base   a   questa   evidenza   si   poteva   supporre   un   andamento   più   dinamico  
????? ??????? ???? ?????? ?????? ??????? ??? Arabidopsis?? ?????? ?????? ?????????? ???????????????
????? ????????????????????????????????????????????????????????????????????????acetilazione  di  K16  
e  K5  è  assente  in  metafase  I  e  II  (Akiyama  et  al.,  2006;;  Kim  et  al.,  2003;;  Endo  et  al.,  2005;;  
Wang   et   al.,   2006)   suggerendo   un   possibile   coinvolgimento   nella   condensazione   dei  
cromosomi   che   è   appunto   maggiore   negli   stadi   di   metafase.   In   pecora,   invece,   H4K5  
risulta  acetilata  solo  in  metafase  I  e  anafase  I  (Tang  et  al.,  2007).  
?????????????????????????? ???????????????? ???????????????????????????????????????????????????
Arabidopsis.  Questo  risultato  è  in  accordo  con  quanto  riportato  in  lievito,  dove  la  quantità  
globale  di  H3K4me3  non  cambia  durante  le  fasi  della  meiosi  (Borde  et  al.,  2009).  In    topo,  
?????????????? ???????????????? ????????????????????????????????????????????????????????????
et  al.,  2007;;  Buard  et  al.,  2009).  Inoltre,  i  risultati  ottenuti  nella  presente  tesi  hanno  indicato  
?????????? ????? ??????? ?????? ???????? ????????????????? ??????? ?????????? ???? ??
????????????? ????? ???? ??? ??? ??????????? ????? ???? ?? ????????? ????????? ??? ???????????
?????????????????????????????et  al.,  2007).  Inoltre,  in  riso  (Li  et  al.,  2008)  e  in  Arabidopsis  
(Lippmann  et  al.,  2004),   i  pattern  delle  modifiche   istoniche  a   livello  di  eterocromatina  ed  
eucromatina   hanno   indicato   che   i   principali   mark   epigenetici   discriminanti   di   questi   due  
domini   sono   rappresentati   proprio   dalla   quantità   di   H3K4me2   e   H3K4me3   entrambi  
??????????????????????????  
In   conclusione,   la  metilazione   istonica   risulta   abbastanza   stabile  nella  meiosi   dei  diversi  
organismi   mentre   i   pattern   di   acetilazione   istonica   sono   differenti   tra   gli   eucarioti.   Nei  
mammiferi,   tutte   le   lisine  sono  generalmente  acetilate  nella  sottofase  diplotene,   in  cui  gli  
oociti  si  arrestano  in  attesa  di  segnali  che  ne  determinano  la  maturazione.  La  ripresa  della  
??????? ????? ?????????? ??? ???????? ?? ?? ????????????? ??? ???? ???cetilazione   globale   delle  
???????????? ????????? ???????????????????????????????????????????????????????????ta  la  meiosi  in  
topo   e   bovino,   ?????? ???????????? ??? ?????????????? ???????????????? ??????????????? ??????
replicazione   ed   a   cancellare   la  memoria   cellulare,   pre-­?????????? ???? ?????????????? ?????-­
genoma   degli   oociti   (Nagashima   et   al.,   2007;;   Kim   et   al.,   2003).   Invece,   in   maiale   e   in  
pecora,   la   deacetilazione   è   seguita   da   una   nuova   fase   di   acetilazione   per   alcune   lisine  
(Endo  et  al.,  2005;;  Tang  et  al.,  2007).   In  Arabidopsis,  si  osserva  una  presenza  costante  
?????????????????? ?????? ??????? ??? ??? ??? ???????? ?????? ??? ?????????????????? ??? ???????????
osservate   tra   una   specie   vegetale   e   le   specie   animali   possono   dipendere   dai   diversi  
pattern  di  crescita  e  sviluppo.  Infatti,  a  differenza  degli  animali,  nelle  piante  la  morfogenesi  
e   la   crescita   continuano  durante   tutto   il   ciclo   vitale   ed  esse,   data   la   loro   natura   sessile,  
sono   influenzate   molto   più   degli   animali   dagli   stimoli   ambientali   (Lusser,   2002).   Di  
conseguenza,  le  cellule  vegetali  hanno  sviluppato  meccanismi  molecolari  particolari  per  il  
controllo  della  crescita  e   la   regolazione  dello  sviluppo  e,  quindi,   ci  si  potrebbe  aspettare  
che  anche  alcuni  aspetti  della  regolazione  della  struttura  e  funzione  della  cromatina  siano  
?????????? ??? ???????? ????????? ?????????? ??? ???? ????? ????????? ???? ??? ?????????? ??????????
analizzate  non  esclude  che  possano  esserci  variazioni  non  a  livello  globale,  ma  piuttosto  
locale.   Le   variazioni   locali,   che   non   possono   essere   rilevate   con   le   tecniche   di   analisi  
impiegate   in   questa   tesi,   sono   state   osservate   in   lievito.   Durante   la   meiosi   in   questo  
organismo  la  quantità  di  H3K4me3  non  cambia  significativamente  a  livello  globale  mentre  
???????????? ??????????????????? ???????? ???????????????????????uantitativa   temporale   (Borde  et  
al.,  2009).    
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LMM  DI  MICROSPOROCITI  DI  POMODORO  
  
5.  INTRODUZIONE  
  
5.1  Importanza  economica  del  pomodoro  
  
Il  pomodoro  è  una  coltura  ortiva  appartenente  alla  famiglia  delle  Solanaceae  il  cui  centro  di  
origine   si   trova   in   su?? ????????? ?????????? ????????? ???? ????? ???????????????? ????? ???
Equador.  Tutte  le  varietà  di  pomodoro  coltivato  fanno  parte  della  specie  diploide  Solanum  
lycopersicum  (Knapp,  2002).  Il  pomodoro  fu  introdotto  in  Europa  agli   inizi  del  XVI  secolo,  
inizialmente  a  scopi  ornamentali,  e  solo  alla  fine  del  settecento  si  diffuse  il  suo  impiego  per  
????? ?????????? ??????? ????? ??? ????????? ?? ???? ?????? ??????? ??????? ???? ???????? ?? ????????
mondiale;;  dalle  statistiche  FAO  del  2008  la  superficie  coltivata  a  pomodoro  raggiunge  i  5  
???????? ??? ???????? ???????? ??????????? ??????? ??? ???????????? ??? ???????????? ????????? ?? ??? ??????
produttore  al  mondo  con  circa  6  milioni  di  tonnellate  su  una  superficie  di  115.000  ettari.  La  
????????? ??? ????????? ???????????? ???? ????????? ???????? ?? ?????   ?????? ?????? ?????????????
mondiali  (Fonte:  Global  Trade  Atlas,  2005)  e  non  meno  importante  è  la  produzione  per  il  
mercato   fresco   in  cui   le  varietà   italiane  sono   le  direttrici   commerciali   in   tutto   il  mondo.   Il  
pomodoro   costituisce   una   fonte   importante   di   energia   e   di   sostanze   con   nota   azione  
benefica   sulla   salute   incluse   vitamine,   minerali   e   sostanze   antiossidanti   (Davies   and  
Hobson,   1981),   rappresentate   principalmente   dal   licopene,  ma   anche   da   beta?carotene  
(provitamina   A),   vitamina   C,   vitamina   E   e   polifenoli/flavonoidi.   Il   pomodoro   che   oggi  
ritroviamo  sulle  nostre   tavole  è   il   risultato  della  selezione  effettuata  dagli  agricoltori  e  dai  
?????????? ???? ?????????? ??? ?????????????? ?????????? ??? ?????????????? ????????? ??? ?????
sulla  selezione  di  caratteri   favorevoli  e   trova   i  suoi  presupposti  nella  variabilità  genetica.  
Una   importante   fonte  di  questa  variabilità  è   rappresentata  dalla   ricombinazione  meiotica  
che   genera   nuove   combinazioni   di   alleli   durante   il   processo   di   produzione   dei   gameti.  
Nonostante   il   potenziale   applicativo,   le   conoscenze   relative   agli   eventi   molecolari   della  
meiosi  in  pianta  si  giovano  principalmente  di  quelle  acquisite  negli  altri  organismi.  Tuttavia,  
?????? ???? ?? ?????? ??? ?????? ??? Arabidopsis   thaliana   come   specie   modello   ha   consentito  
???????ificazione   e   la   caratterizzazione   di   circa   50   geni   meiotici   mediante   strategie   di  
?????????? ?? ??? ????????? ?????????? ????? ?????? ??? ????????? ???? ????? ???????????? ??? ???????
conoscenze   né   gli   stessi   tool   di   Arabidopsis.   Il   pomodoro,   oltre   ad   essere  
filogeneticamente  distante  dalle  altre  specie  modello  come  riso,  Arabidopsis  e  Medicago  
truncatula,   non   mostra   elevata   similarità   con   sequenze   note   di   altre   specie   e   ciò  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
di  pomodoro  siano  stati  collezionati  per  decenni,  solo  pochi  geni  sono  stati  finora  isolati.  A  
ciò   si   aggiunge   la  difficoltà  di  disporre  di  ampie  popolazioni  di  mutanti   indotti   dovuta  ad  
alcune  caratteristiche  di  questa  specie,  tra  cui  le  dimensioni  della  pianta,  la  durata  del  ciclo  
vitale   e   la   minore   efficienza   dei   metodi   di   trasformazione   comunemente   impiegati   in  
Arabidopsis  (Emmanuel  and  Levy,  2002).  Di  conseguenza  anche  le  informazioni  relative  ai  
geni   coinvolti   nella   meiosi   in   pomodoro   sono   piuttosto   limitate   (Stassen   et   al.,   1997;;  
Havekes  at  al,  1994;;  Lohmiller  et  al.,  2008).  In  questo  contesto  un  notevole  vantaggio  sarà  
rappresentato   dalla   pubblicazione   della   sequenza   completa   e   dai   microarray  
???????????????? ???????????? ??????? ???? ?? ?????? ??????????? ????????e   accessibili   alla  
comunità  scientifica.    
  
5.2  Isolamento  specifico  di  cellule  mediante  Laser  Capture  Microdissection  (LCM)  
  
Gli  organi  delle  piante  sono  strutture  complesse  costituite  da  differenti   tessuti  con  distinti  
tipi  di  cellule.  Ciascun  tipo  di  cellula  ha  una  funzione  particolare  che  è  diretta  dai  suoi  unici  
trascrittomi,  proteomi  e  metabolomi  (Demura  et  al.,  2002).  Gli  approcci  analitici  tradizionali,  
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che   utilizzano   organi   interi,   possono  mascherare   le   differenze   tra   le   cellule   nei   livelli   di  
RNA   o   proteine.   Per   questo   motivo,   sono   stati   utilizzati   diversi   approcci   per   prelevare  
?????????? ????? ??? ???????? ???? ???????? ?????????? ??? ??? ?? ???? ?????????????? ????????? ???
microcapillari  (Karrer  et  al.,  1995)  che  si  limitava  alle  cellule  più  superficiali,  come  cellule  di  
guardia,  epidermide  e  mesofillo  fogliari,  essendo  difficile  identificare  specifici  tipi  cellulari  al  
centro  di  un  organo   intatto  (Brandt  et  al.,  2002).  Su  campioni  biologici  sezionati   la  Laser  
Assisted  Microdissection  (LAM)  consente  di  isolare  tessuti,  cellule  e  perfino  organelli  e  da  
questi  estrarre  acidi  nucleici  e  proteine  (Nelson  et  al????????????????????????????????????????????
che  possono  essere   identificate   istologicamente.  Da  quando  è  stata  sviluppata  nel  1996  
(Emmert-­Buck   et   al.,   1996),   le   applicazioni   hanno   riguardato   in   campo   umano  
maggiormente  gli   eventi   genetico-­??????????? ?????????? ????? ??????????????????????????????
patologia,   in   particolare   lo   sviluppo   tumorale,   consentendo   di   identificare   profili   di  
espressione  delle   cellule   tumorali,   nuovi  marker   tumorali   e  nuove   terapie.  Tuttavia   sono  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
sviluppati  protocolli  per  specie  diverse,  incluse  riso,  mais  ed  Arabidopsis.  Esistono  diversi  
sistem??????????????????????????? ????????????????????????????????????????????????????????
che   di   solito   permette   la   visualizzazione   del   campione   in   campo   chiaro,   scuro   o  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????o  
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ??
??????? ??? ???????? ?? ?? ?????? ? ?????? ??? ??????? ?????? ?????? ??? ???? ?????????? ?? ????????
circostanti   al   target   per   fotodecomposizione   (Burgemeister,   2005).   Il   laser   impiegato   ha  
???? ?????????? ??????? ???????????? ???? ????? ???? ?????? ??? ??????? ????? ?????? ????????? ??
degli  acidi  nucleici  che  per  questo  non  dovrebbero  essere  danneggiati.   Il   campione  così  
circoscritto,   può   essere   raccolto   con   diverse   tecniche.   Nella   tecnica   del   Laser   Pressure  
Catapulting   (LPC)   il   target   tagliato   è   catapultato   grazie   ad   una   forte   defocalizzazione  
?????? ?????? ?????? ??? ??? ???????????? ??? ?????????? ??? ????????? ???? ????????? ???? ??????
avvenire   sfruttando   la   gravità,   grazie   ad   un   particolare   tipo   di   supporto   plastico   di  
polietilenenaftalenato   (PEN)   su   cui   vengono   adagiate   le   sezioni.   Il   Laser   Cutting   ha   il  
vantaggio   di   evitare   contaminazioni   grazie   al   fatto   che   durante   il   processo   di   taglio   le  
cellule  confinanti  vengono  distrutte  (Cornea  and  Mungenast,  2002).  Nella  LCM,  invece,  le  
???????? ??????? ???????? ???????????? ??? ???? ???????? ??? ???????? ???????? ???? ?????????? ???
????????-­fissaggio-­????????????????????????????????????????????????????????????? ????? ??????
termoplastico   di   etil-­vinil-­acetato   (EVA)   che   ???????? ??? ??????? ?????? ?????????? ???? ??????
(infrarosso)   il   film   si   espande   e   aderisce   alla   cellula/e   di   interesse.   La   dimensione   del  
contatto   tra   il   film   ed   il   target   può   essere   controllata   agendo   sulla   messa   a   fuoco,   la  
potenza,   la  durata  e   il  diametro  d?????????? ????????????????????????????????????????????????
??? ?? ??? ?????? ?????? ??????????? ????????????? ???? ????? ??? ????????? ??????? ??? ???????? ?????????
????? ???????? ????? ???????????? ???? ??? ??????? ????????????? ????????? ??? ???????? ?????????????
possono  aderire  a  quelle  selezionate  a  seconda  delle  relative  forze  di  contatto  cellula/film,  
cellula/cellula,  cellula/vetrino.  Tali   forze  dipendono  dalla  preparazione  del   tessuto  e  dalle  
caratteristiche   intrinseche   del   tessuto   stesso,   ma   una   volta   ottimizzato   il   protocollo   di  
preparazione   istologica   e   i   parametri   del   laser   per   un   particolare   tessuto,   la   raccolta   di  
materiale   indesiderato   è   notevolmente   ridotta,   e   comunque   può   essere   limitata   dal  
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????ttolineato  che  
?????????????????????????????????????????????????????????????? ???????????????????????? ???????????
cellule   bersaglio.   Accanto   a   questo,   altri   vantaggi   della   LCM,   rispetto   ad   altre   tecniche  
LAM,   consistono   nel   fatto   che   la   raccolta   delle   cellule   target   sul   cap   preserva   le   loro  
?????????? ????????? ?????? ???????? ??????????? ?? ???????? ???? ????????? ??? ????????? ??? ????????? ???
????????? ????????? ??? ???????? ?????? ????????????? ???? ?????? ?? ?????????? ???? ??? ? ?? ???? ????
campione,  rendendo  improbabile  che  la  sua  composizione  venga  alterata  dal  laser.  Infine,  
gli  strumenti  di  ultima  generazione  realizzano  una  raccolta  automatica  delle  cellule  target,  
che   possono   essere   identificate   tramite   software   di   analisi   di   immagine   impostati   sulle  
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caratteristiche   morfometriche   delle   cellule   bersaglio.   Un   importante   prerequisito   per   la  
maggior  parte  delle  applicazioni  LAM  è  la  capacità  di  ottenere  buoni  preparati  istologici  dei  
????????? ???? ??? ??? ????? ???????? ??????????? ?????????????????? ???? ???????? ?? ??????????? ???
mantengano   le   macromolecole   in   uno   stato   suscettibile   di   estrazione.   Occorre   dunque,  
bilanciare   tra   la   preservazione   morfologica   e   il   recupero   degli   acidi   nucleici   o   delle  
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????one  e  
la   colorazione   dei   campioni.   Lo   scopo   della   fissazione   è   bloccare   i   processi   biologici   e  
??????????? ???????????? ???? ?????????? ?? ?????????? ?????? ???? ?????????? ??? ?????????? ????
??????????? ??????????? ????????? ???? ???? ???????????? ???????????? ?? ??????????lità   delle  
?????????????????????????????????????????????????????? ?????????????????????-­???????????????????
formalina,  etc.)  che  danno  dettagli   istologici  superiori  ma  comportano  una  scarsa  resa  di  
?????? ????????? ?? ?????????? ?? ?????????? ????????????? ???????e,   etanolo,   etc.)   che   permettono  
dettagli   istologici  buoni  mantenendo  un   recupero  delle  macromolecole  discreto   (Gillespie  
et   al.?? ??????? ??? ??????? ????? ??? ????????????? ???? ??????? ??????????????? ????? ???????????
chimica   e,   tramite   inclusione   in   mezzo   idoneo,   i   tessuti   congelati   sono   sezionati   con   il  
criostato   dando   il   migliore   prodotto   in   termini   di   RNA.   Sfortunatamente,   però,   il  
?????????????????????????????????? ????????????????????? ?????????????????????????????????
della   difficoltà   di   stabilizzare   il   vacuolo   centrale   delle   cellule   vegetali   durante   il  
congelamento  (Nelson  et  al.????????????????????????????????????????????? ?? ??????????????
mantiene   la   pressione   di   turgore,   una   sua   distruzione   risulta   in   una   drammatica   perdita  
???????????????????????????????????nte,  diversi  gruppi  hanno  modificato  le  procedure  standard  
di   criosezionamento   per   poterlo   applicare   alla   preparazione   di   tessuti   floematici   di   riso,  
embrioni  agli  stadi  iniziali  di  sviluppo  in  Arabidopsis,  tessuti  epidermici  e  vascolari  di  mais;;  
??? ??????ultimo   caso,   i   tessuti   sono   stati   fissati   prima  del   congelamento   usando   un   crio-­
protettivo.  ????????????????????????????????? ????????????? ?????????????????????? ??? ?????????
delle   molecole   biologiche   è   generalmente   meno   efficiente.   Tuttavia,   diversi   lavori,  
partendo   da   sezioni   istologiche   di   vari   tessuti   vegetali   inclusi   in   paraffina   e   saggiando  
???????? ??????? ??? ??????????? ?? ??? ??????????? ??? ????? ?????? ????????? ???? ?????? ?? ???
generale   applicabilità   per   isolare   specifiche   cellule   vegetali   anche   da   tessuti   inclusi   in  
paraffina  quali  il  mesofillo  fogliare,  il  parenchima  del  peduncolo  fogliare,  il  meristema  della  
radice  e  del  germoglio  (Kerk  et  al.,  2003).  Anche  studi  recenti  in  vari  tessuti  di  Arabidopsis,  
???????? ?? ???????????? ??????????????? ???? ?????? ??? ??????ina,   in   combinazione   con   fissativi  
coagulanti,  dava  una  resa  di  RNA  in  qualità  e  quantità  sufficiente  per  analisi  di  RT-­PCR  e  
microarray  (Kerk  et  al.,  ???????????????????????????????????????????????????????????????????????
è   rappresentato   dalla   colorazione   ???? ????? ??????? ??????????? ???? ??????????? ????????????
istologiche.   Poiché   i   coloranti,   interagendo   con   i   componenti   cellulari   come   DNA/RNA,  
???????? ???????????? ???? ??? ????????? ?????? ?????? ????????? ???? ??? ????????????? ?????? ????? ?????
studi  hanno  esaminato  gli  effetti  delle  colorazioni  nucleari  sul  recupero  e  sulla  successiva  
amplificazione   degli   acidi   nucleici   (Ehrig   et   al.,   2001).   I   coloranti   come   ematossilina,  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
riguarda   i   dettagli   istologici   che   per   il   recupero   e   successivo   utilizzo   degli   acidi   nucleici  
(Huang  et  al.,  2002).  
5.3  Applicazioni  della  tecnologia  LCM    
In   campo   umano   la   tecnologia   LCM   ha   dato   importanti   contributi   alla   diagnosi   di   varie  
infezioni   e   alla   comprensione   dei   meccanismi   genetico-­molecolari   di   diverse   patologie  
come   carcinomi,   aterosclerosi,   morbo   di   Alzheimer   e   sclerosi   multipla   (Ohyama   et   al.,  
??????? ?????? ??????? ?????? ?? ?????? ?????????? ????????? ????? ???? ??? ??????? ???? ???????? ???
trascrizione   specifici   per   tipo   di   cellula   (Nelson   et   al.,   2006)   combinandosi   con   diversi  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????et  al.,  
???????????-­????????????????????????????et  al.,  2005).    
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Lo   studio   dei   profili   trascrizionali   ha   mostrato   che   centinaia   di   trascritti   sono   espressi  
differenzialmente   tra  cellule  specializzate  e  possono  essere  specifici  solo  di  uno  o  pochi  
tipi   cellulari   (Honys   and   Twell,   2003;;   Birnbaum   et   al.,   2003).   Ad   esempio,   profili  
trascrizionali   del   polline   in   maturazione   di   Arabidopsis   mostrano   che   circa   650-­850  
trascritti  sono  specificamente  espressi  nel  polline,  a  diversi  stadi  di  sviluppo,  a  confronto  
con  i  profili  di  altri  organi  dello  sporofito  (Honys  and  Twell,  2004).  Tessuti  vascolari  raccolti  
da   coleoptili   di   mais   tramite   LCM   evidenziano   che   il   3%   dei   trascritti   è   espresso  
preferenzialmente  nei  tessuti  vascolari  a  confronto  con  cellule  epidermiche  (Nakazono  et  
al?????????????????????????????????????-­microarray,  su  cellule  di  radici  di  soia  (Klink  et  al.  
2007)  e  pomodoro  (Portillo  et  al.,  2009)   infettate  da  nematodi  sono  state   identificati  geni  
differenzialmente  espressi  nelle  cellule  infette.    
?????????? ???? ???????? ??? ???????????? ?????? ???????? ?????????? ???????? ???????????
????????????????????????????i  in  cui  esse  sono  immerse.  Tale  analisi,  finora,  è  stata  condotta  
utilizzando   stami   o   bocci   fiorali   contenenti   miscele   dei   diversi   tipi   di   cellule.   In   questo  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
s????????????????????????????????????????????et  al.   (2006),   in   riso,  hanno  dissezionato  gli  
?????? ?? ????? ?????? ??? ????????? ?? ??? ?????? ???????????? ?? ???????? ???????????????? ??????????
microarray   ha   indicato   26   geni   preferenzialmente   espressi   durante   lo   sviluppo   precoce  
degli  stami  e  quindi,  presumibilmente,  coinvolti  in  meiosi.  Ma  et  al.  (2008)  hanno  effettuato  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
da   pre-­meiosi   a   polline  maturo,   ottenendo  234   geni   correlati   allo   stadio   pre-­meiotico.   In  
??????? ????????? ?????? ??? ?????????? ????????? ????????? ???????????? ??? ????????
microsporociti  in  Arabidopsis  thaliana  ??????????????????????????????????????????????????? ??
tramite  LCM  e  microarray  sono  stati  individuati  1158  geni  differenzialmente  espressi  nelle  
cellule  madri  del  polline  a  confronto  con  le  cellule  di  polline  tri-­nucleato  (Tang,  2010).  
  
5.4  Scopi  e  contenuti  della  tesi  
Lo   scopo   era   quello   di   definire   una   metodologia   di   LMM   (Laser   Microdissection  
Microarray)   ???? ????????????? ??? ????? ????????? ??? Solanum   lycopersicum,   con   particolare  
?????????? ???? ??????? ????????????? ????????????????????????????????? ????????.   La   finalità   di  
lungo   periodo   è   quella   di   comprendere   i  meccanismi  molecolari   che   regolano   gli   eventi  
riproduttivi  legati  alla  produzione  quali-­quantitativa  in  questa  specie  di  interesse  agrario.  
In  questa  tesi  è  stata  messa  a  punto  la  tecnica  Laser  Capture  Microdissection  (LCM)  per  
isolare  in  maniera  specifica  le  cellule  madri  del  polline  (microsporociti)  e   le  microspore  in  
????????????? ???? ?????????????????????? ??????????? ??? ?????????? ???? ???????? ??????????????? ????
microsporociti  e  delle  microspore  hanno  evidenziato  631  geni  differenzialmente  espressi,  
di   cui   268   specifici   (112   geni)   o   up-­regolati   (156   geni)   nei   microsporociti.   Sebbene   le  
informazioni  relative  al  genoma  di  pomodoro  siano  scarse,  i  risultati  ottenuti  hanno  indicato  
la  presenza  di  geni  riconosciuti  come  meiosi-­???????????????????????????????????????????????
al   tessuto   somatico.   Inoltre,   tra   i   geni   specifici   dei   meiociti,   sono   state   identificate   2  
deacetilasi   istoniche.   Dunque   la   tecnica   LCM   combinata   ai   microarray   si   è   dimostrata  
??????? ???? ??? ??????????????? ??????????? ??????????????????? ??? ?????????? ??? ??????? ??? ????? ??? ??
??????? ??????? ?????????o   CNR   di   Genetica   Vegetale   di   Portici,   per   quanto   riguarda   la  
?????????????????????????????????????????????????????????????? ??????????????????????????????
stati   svolti   presso   il   laboratorio  Gene  Core  Expression   (GE.CO.)   in   collaborazione  con   il  
Dott.  P.  De  Luca  del  Centro  di  Ricerche  Genetiche  IRGS,  Biogem,  di  Ariano  Irpino  (AV).  
Questa  parte  del  lavoro  di  tesi  di  dottorato  è  stata  finanziata  dal  progetto  MIUR  Genopom.  
  
  
  
82  
  
  
6.  MATERALI  E  METODI  
  
6.1  Materiale  genetico  
  
Le  piante  di  pomodoro  (Solanum  lycopersicum  cv  M82)  sono  state  allevate   in  camera  di  
crescita  (22-­24°C)  nella  fase  di  germinazione  e  di  plantula  e  successivamente  trapiantate  
in   serra.   Bocci   fiorali   di   diverse   dimensioni   sono   stati   raccolti   per   correlare   lo   stadio   di  
sviluppo   del   fiore   alla   fase  meiotica   dei   microsporociti.   I   bocci   fiorali   raccolti   sono   stati  
immediatamente   fissati   come   descritto   nel   paragrafo   6.2.1.   I   bocci   fiorali   impiegati  
????????????? ???? ????? ?????? ????????? ??? ???? ????????? ???????????? ???? ???????? ????? ??? ????????
(microsporocita  vs  microspora).    
  
6.2  Isolamento  dei  microsporociti    
  
6.2.1  Preparazione  istologica  delle  infiorescenze  
  
La   preparazione   delle   criosezioni   mediante   inclusione   dei   tessuti   in   TissueTek   O.C.T.  
(Miles  Inc,  IN,  USA)  è  stata  effettuata  seguendo  il  protocollo  di  Nakazono  et  al.  (2003)  con  
le   seguenti   modifiche:   il   tempo   di   fissazione   in   Carnoy   è   stato   di   6   ore   e   la   soluzione  
????????????????????????????????????????????????????? ????????????????????????????  
I  tessuti  sono  stati  sezionati  a  10  µm  con  il  criostato  CM1850  (Leica,  Germania)  e  montati  
sui  vetrini  SuperFrost  Plus  (Menzel  GmbH  &  Co  KG,  Germania).  Le  sezioni  criosezionate  
sono   state   mantenute   a   -­?????? ???? ??? ??? ????????? ????? ?????? ?? ??? ??????????????? ??????
sezioni  congelate,   i  campioni  sono  stati  trattati  con  2  passaggi  successivi   in  etanolo  70%  
(v/v),  uno   in  H2O-­DEPC,  due   in  etanolo  95%  (v/v),  due   in  etanolo  100%  (v/v),  ed  uno   in  
xilene  per   10  min.   I   trattamenti   in  etanolo  erano  di  20   sec.,  mentre   quelli   in  H2O-­DEPC  
erano  di  60  sec.  Le  sezioni  sono  state  mantenute  a  temperatura  ambiente  fino  al  loro  uso  
per  LCM  (max  entro  2  ore).  
  
6.2.2  Colorazione  delle  sezioni  istologiche  
  
???? ?????????????????? ?????? ??????? ????????? ??? ???????????? ????? ?????? ????????? ???? ???
???????????? ??-­6-­diamidino-­2-­fenilindolo   cloridrato   (DAPI).   Tali   sezioni   sono   state   usate  
solo  per  la  verifica  dello  stadio  meiotico,  mentre  quelle  usate  per  la  cattura  non  sono  state  
colorate.  
  
6.2.3    Laser  Capture  Microdissection  (LCM)  
  
???? ???????????????????????????????? ????????????????????? ?tato   usato   il   sistema  PixCell   II  
LCM   (Arcturus,   CA,   USA).   I   parametri   del   raggio   laser   utilizzati   sono   stati   i   seguenti:  
?????????????????????????????????? ?????????????????? ????????????? ????????? ????????????
ha  consentito  la  cattura  di  una  microspora,  mentre  1  o  più  impulsi  sono  stati  necessari  per  
catturare   i   microsporociti,   data   la   loro  maggiore   dimensione.   Le   cellule   somatiche   sono  
?????? ?? ????? ???? ?????? ???? ????????? ?????-­up   pads   (Arcturus,   CA,   USA)   secondo   le  
procedure  indicate  dalla  casa  produttrice.  
  
6???????????????????????  
  
?? ???????????????????????????????????????????????????????????????????®  RNA  Isolation  Kit  
??????????? ???? ????? ????????? ??? ??????????? ?????? ????? ????????????? ???????????? ????? ???
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estratto  è  stata  valutata  mediante  Bioanalyser  ????????????????????????? ??? ???????????? ???
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????  
  
6.4  Analisi  Microarray    
  
Le   procedure   di   amplificazione,   ibridazione   ed   analisi   dei   dati   microarray   sono   state  
condotte  dal  gruppo  del  Dott.  P.  De  Luca  presso   il   centro  di   ricerche  genetiche  Biogem  
(Ariano  Irpino,  AV),  e  sono  di  seguito  riassunte.    
  
6.4.1  Amplificazione  RNA  e  ibridazione  
  
?? ??? ?? ?????? ???????????? ?? ???????? ????????? ??? ?????????? ????????? ???? ????-­Cycle  
Eukaryotic  Target  L??????????????????????????????????????????????????????????????????????
Manual.   Partendo   da   una   quantità   iniziale   di   RNA   totale   pari   a   50   ng.   15?g   di   cRNA  
???????? ?? ???????????? ????? ?????? ??????????? ???? ?????????????? ???? ?????????? ???????
???????????????????  (Santa  Clara,  CA,  USA).  
  
6.4.2  Analisi  dei  dati  e  classificazione  funzionale  dei  geni  
  
I   file   DAT   sono   stati   analizzati   con   il   programma   GCOS   1.4   (Affymetrix   Inc.)    
????????????????????? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????  
di  espressione  ottenuti  sono  stati  analizzati  usando  il  programma  GeneSpring  7.3  (Agilent  
Technologies,   USA)   ed   i   risultati   sono   stati   filtrati   selezionando   i   geni   con   un   ??????????
Quantification?????????  
Il  calcolo  degli  indici  di  arricchimento  delle  classi  geniche  annotate  in  Gene  Ontology  (GO)  
(www.geneontology.org)   è   stato   effettuato   utilizzando   il   programma   GOEAST   (Gene  
Ontology   Enrichment   Analysis   Software   Tool   kit,   http://omicslab.genetics.ac.cn/goeast)  
usando  il  test  statistico  di  Fisher  ed  un  valore  di  p<0,01.  
  
6.5  Analisi  Real  Time-­PCR  quantitativa  
  
????????????????? ?-­qPCR  è   stata   condotta  mediante   impiego  del   termociclatore  Corbett  
Rotor-­????? ??????????????????????????????? ??????????????????????????????????????? ??? ??????
ottenuto  da  1  µg  di  cRNA  dei  microsporociti  tramite  il  kit  SuperscriptTM  II  RNase  H  reverse  
?????????????? ???? ??? ????????? ??? ??? ????????????? ???? ????? ??? ??? ???? ?????????®   SYBR®  
Green   qPCR   SuperMix-­???? ????? ????? ????????????? ???? ?????? ??? ????????? ???
amplificazione   ha   utilizzato   il   cDNA   ottenuto   diluito   1:10.   I   primer   sono   stati   disegnati  
utilizzando  il  software  ABI  Prism  Primer  Express  (versione  2.0)  (Applied  Biosystems,  CA,  
????????????????????????????????????????????????????????????????????????-­Gene  6000  Series  
??????????? ??? ????????????? ???????????? ????? ?????????? ????????? ???????????? ???? ???
fosforibosil-­adenosina   transferasi   1   (APT1)   che   permette   di   normalizzare   la   quantità   di  
mRNA  del  gene  target,  e  il  cDNA  estratto  da  microspore  come  calibratore,  è  stato  possibile  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
considerato.  
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Tabella  11:  Primer  utilizzati  negli  esperimenti  di  Real  Time-­qPCR  
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7.  RISULTATI  E  DISCUSSIONE  
  
Nelle   presente   tesi   è   stata   applicata   la   tecnica   Laser  Microdissection  Microarray   (LMM)  
nella  specie  di  interesse  agrario  Solanum  lycopersicum.  Questo  approccio  ha  lo  scopo  di  
identificare   geni   specificamente   espressi   durante   la   meiosi,   mediante   confronto   tra   le  
cellule  madri  del  polline  (microsporociti)  nello  stadio  pre-­meiotico/meiotico  e  le  microspore  
nello   stadio   uni-­   e   bi-­nucleato.   Tale   studio   è   motivato   da   due   considerazioni   in   ambito  
applicativo:   1)   le   implicazioni   che   la   migliore   conoscenza   molecolare   del   sistema  
riproduttivo  può  avere  nel  miglioramento  genetico  del  pomodoro  e  2)   la  consapevolezza  
che   la   funzionalità   dei   meccanismi   riproduttivi   è   determinante   per   ottenere   produzioni  
quali-­quantitative  stabili.  
Il  risultato  di  questa  parte  del  lavoro  è  rappresentato  dalla  definizione  della  tecnica  Laser  
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
specifici  della  meiosi.  Di  seguito  si  presentano  in  dettaglio  i  risultati  attinenti  ogni  aspetto.  
  
7.1  Analisi  istologica  dei  bocci  fiorali  di  pomodoro  
  
Allo  scopo  di  prelevare   le  cellule  di   interesse  è  stata   identificata   la  dimensione  dei  bocci  
fiorali   (Fig   11)   a   cui   corrispondeva   la   microsporogenesi   e   la   microgametogenesi  
visualizzate   tramite   analisi   cito-­istologiche   delle   antere.   In   pomodoro   le   antere   sono  
bilobate   e   ciascun   lobo   consiste   di   due   loculi   fusi   lateralmente   (Riggs   et   al.,   2001).  
Ciascuna   antera   consiste   di   3   tessuti   di   base:   il   più   esterno   è   fatto   da   diversi   strati   di  
??????????????????????????????????????????? ????????????????????????????????????????????
????????? ???????????????????????????? ???????????????????? ???????????? ??? ???????????????????
dove  le  cellule  madri  del  polline  effettuano  la  meiosi  e  sviluppano  il  polline  maturo.  Intorno  
al  tessuto  sporigeno  ci  sono  uno  o  due  strati  di  cellule  che  sono  complessivamente  definite  
?????????????????????????? ??????????????????????????????????? ?? ? ???????????????????????
del  polline  (Riggs  et  al.,  2001).  Mediante  osservazione  di  sezioni  trasversali  colorate  con  
DAPI   è   risultato   che   i   bocci   di   dimensione   0,3   e   0,5   cm   contenevano   microsporociti  
rispettivamente  nello  stadio  pre-­meiotico  e  meiotico  (Fig  12  a-­d)  mentre  i  bocci  di  0,6  e  0,8  
cm  contenevano  microspore  uni-­nucleate  e  granelli  pollinici  bi-­nucleati  (Fig  12  e-­h).  Nelle  
antere  in  pre-­meiosi  (Fig  12  a)  le  cellule  dei  vari  tessuti  sono  differenziate  e  si  distinguono  
4  logge  al  cui  interno  sono  visibili   i  meiociti.  Nelle  fasi  successive  le  antere  si  sviluppano  
aumentando   in   dimensione,   sono   visibili   i   microsporociti   isolati   e   successivamente   le  
microspore  insieme  al  tappeto  in  degenerazione.    
  
Figura  11:  Morfologia  dei  bocci  di  pomodoro  (cv  M82)  a  diversi  stadi  di  sviluppo  
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Figura  12:  Stadio  di  sviluppo  delle  antere   (a,  c,  e,  g)  e  stadio  pre-­meiotico   (b),  meiotico   (d)  e  post-­meiotico   (   f,  h)   in  
pomodoro  (cv  M82).    Nelle  antere  corrispondenti  ai  bocci  di  0,3  cm  (a)  sono  visibili  tre  strati  di  cellule  corrispondenti  alla  
parete   (più  esterno,  PT),   tappeto   (centrale,  TP)  e   tessuto  sporigeno  con   le  cellule  madri  del  polline   in  pre-­meiosi   (più  
interno,  PMC).  Le  antere  dei  bocci  di  0,5  cm  (c),  0,6  cm  (e)  e  0,8  cm  (g)  contengono  PMC  in  meiosi  (d),  microspore  uni-­
nucleate  (f)  e  polline  (h).    
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7.2  Preparazione  dei  tessuti  per  LCM  
  
La  preparazione  istologica  delle  infiorescenze  della  cv  M82  da  sottoporre  ad  LCM  è  stata  
??????????? ???? ??? ??????? ?????? ???????????? ???? ???????? ????????????? ???? ?????????? ??? ???
mezzo  di  congelamento  (O.C.T.)  previa  fissazione.  È  riportato  che,  nelle  cellule  somatiche,  
il  criosezionamento    garantisce  migliori  risultati  in  termini  di  resa  in  RNA  rispetto  al  metodo  
???????????????? ??? ?????????? ??????? et   al.,   2002).   Inoltre,   esperimenti   precedenti,   condotti  
presso  il  nostro  laboratorio  su  infiorescenze  di  Arabidopsis,  hanno  mostrato  che  il  metodo  
della  criosezione  ha  anche   il  vantaggio  di   ridurre   i   tempi  di  processamento  dei  campioni  
(Barra   L.,   2008).  Come   in  Arabidopsis?? ?????? ????? ??? ??????????? ?? ?????? ? ???????? ?? ???
????????????????????????????????????????????? ???  
  
7.3  Cattura  dei  microsporociti  tramite  LCM  
  
Nella  tecnica  LCM  una  cattura  efficiente  delle  cellule  bersaglio  deve  tendere  ad  annullare  
le   contaminazioni   di   cellule   indesiderate   (Fig   13).   Nel   caso   dei   microsporociti,   le  
contaminazioni   sono   rappresentate   dalle   cellule   somatiche   del   tappeto.   Per   ottenere   un  
isolamento   senza   cellule   contaminanti   sono   stati   perciò   utilizzati   diversi   parametri   del  
raggio   laser   per   il   diametro,   la   durata   e   la   potenza.   Il   diametro   serve   a   garantire   una  
cattura   specifica   delle   cellule   di   interesse,   mentre   la   durata   e   la   potenza   influiscono  
??????????????????? ?????????????? ??? ????????????????????????????????????????????????? ????????
circostanti.   I   parametri   ottimali   individuati   per   la   cattura   dei   microsporociti   e   delle  
microspore   nelle   antere   di   pomodoro   sono   stati   i   seguenti:   diametro=15mm;;  
potenza=100mW;;  durata=1,8ms.    
     
Figura  13:  ????????????????????????????????? ?? ??????????????? ??????????????????????????????????????? ??????????????????
?????????? ????????????????????? ????.  
     
  
  
  
7??????????????????????????????????????????A  
  
Per  determinare  il  numero  di  microsporociti  e  microspore  da  isolare  per  ottenere  quantità  
??? ???? ???????????? ???? ?????????? ??????????? ????? ?????? ????????? ?????? ????? ??????? ???
??????????? ?? ???????????????? ????? ???? ?? ?????????? ?????? ????????? ???? ???? ???essario  
catturare   almeno   2000   cellule   per   ottenere   quantità   di   RNA   sufficiente   (5-­6ng/?l)   per   le  
analisi  successive.    
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???? ???????? ????? ??????? ????? ?????? ?????????? ???? ????????? ??????????? ???? ???????? ?????
cellulare   da   confrontare   (microsporocita   vs   ????????????? ????? ?????? ????????????
complessivamente  oltre  10000  microsporociti  e  6500  microspore,  dai  quali  è  stata  estratta  
una  quantità   di  RNA  pari   a   305  ng  e   346  ng   totali,   rispettivamente.  Prima  di   procedere  
???????????????????? ???????????????? ????????????????????????????? ??????????????????????????
?????????? ???????? ??????? ????? ????????? ?????tta   mediante   corsa   elettroforetica   su  
Bioanalyzer   2100   (Agilent)   ha   indicato   valori   di   RIN   sufficienti   per   le   applicazioni  
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ????????????
per   3   delle   6   repliche   biologiche.   I   risultati   ottenuti   per   ciascuna   replica   biologica   sono  
riportati  in  tabella  12.    
  
Tabella   12:   Numero   di   impulsi   laser,   quantità   di   RNA   e  RNA   Integrity   Number   (RIN)   per   ciascuna   delle   tre   repliche  
biologiche  dei  microsporociti  (M1,  M2  ed  M3)  e  delle  microspore  uni-­/bi-­nucleate  (P1,  P2  e  P3).  
  
  
  
  
Figura   14:   ????????? ???? ?????? ????????? ????????? ???????????????? ????? ?????????? ????? ??? ????????? ??? ???? ????????? ???
microsporociti  (M1,  M2)  ed  un  campione  di  microspore  (P1)  catturati  con  LCM.  
  
  
  
7.5  Amplificazi??????????????????????????????????  
  
?????????????????????? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????? in  service  presso  il   laboratorio  del  Dott.  P.  De  
Luca  del   centro  di   ricerche  geneti??????????? ???????? ????????????????? ???????????????????
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????????????????????????Two-­??????????????????????????????????????????????????????????????
partendo   da   una   quantità   iniziale   di   RNA   par   a   50   ng.   Dopo   il   secondo   ciclo   di  
amplificazione  la  resa  media  del?? ??????????????????g  per  i  microsporociti  e  62,5  ?g  per  le  
????????????????????????????? ?? ???????????????????????? ?????????? ???????????????????
????????????????????????????? ?????????????????????????????????????????????????????????
?????? ??????? ???????rociti  e  delle  microspore  (Tab  13).  
  
Tabella  13:  ?????????? ?????????????????????????????????????????? ???????????????????????????  
  
  
  
?????? ???????????????????????? ????????????????????????????????????  
  
?? ??? ????????? ??? ??????? ??????????????? ?? ?????? ??????? ??????????? ???? ?????????????? ???
?????????? ??????? ??????? ???????????? ???? ????????? ?????? ?????? ???????????????? ???
9254  trascritti.  La  scelta  del  chip  Affymetrix  è  stata  motivata  da  parte  del  Servizio  Biogem  
???? ??????????????? ???? ????? ???? ????????????? ??   rappresentatività   della   reale   situazione  
biologica.   Infatti,   tutti   i   chip   Affymetrix   contengono   un   set   di   oligonucleotidi   cosiddetti  
???????????? ???? ?????????? ????????? ???? ????????? ???? ??????????? ???? ???? ????? ????????
errata   al   centro   della   sequenza.   In   questo  modo   è   possibile   normalizzare   il   segnale   di  
fondo  e  correggere  gli  errori  causati  da  ibridazioni  aspecifiche.    
??????????????-­test  (p<0,05)  dei  dati  normalizzati  e  filtrati  (Relative  Quantification,  RQ>1,5)  è  
risultato   che   631   geni   sono   differenzialmente   espressi:   tra   questi   112   sono   specifici   dei  
microsporociti  e  129  sono  specifici  delle  microspore.  Dei  restanti  390  geni,  espressi  sia  nei  
microsporociti  che  nelle  microspore,  156  sono  risultati  up-­regolati  nei  microsporociti.  I  112  
geni   meiosi?specifici   (Tab.   14)   e   i   156   geni   up-­regolati   (Tab.   15)   in   meiosi   sono   stati  
analizzati  utilizzando   il   software  di  analisi  BLAST2GO  (www.blast2go.org),  che  consente  
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????icazione  dei  corrispettivi  omologhi,   le  sequenze  sono  state  annotate  manualmente  
utilizzando   diversi   algoritmi   di   allineamento   BLAST   e   successiva   interrogazione   della  
?????? ????? ??? ????? ?? ?????????? ???????? ???????????????? ????? ?????????? ??? ???????? ???? ???   i  
suddetti  geni,  sono  evidenziati  il  gene  meiotic  serine  proteinasi,  che  è  riconosciuto  essere  
espresso   durante   la   meiosi   di   pomodoro   ed   il   gene   rad51   che   ha   un   ruolo   nella  
ricombinazione   meiotica.   Inoltre,   un   gene   riconosciuto   come   specifico   del   tappeto,  
TOMA108   (Xu   et   al.,,   2006),   non   è   stato   rilevato   dalla   presente   analisi,   né   a   livello   di  
microsporociti   né   a   livello   di   microspora,   confermando   la   specificità   dei   tipi   di   cellule  
???????????? ?? ??????? ????? ??? ?????????   Infine   sono   evidenziati   due   geni   codificanti   per    
deacetilasi   istoniche   espressi   specificamente   nei  microsporociti   e   dunque   putativamente  
coinvolti  nella  meiosi  di  pomodoro.  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
90  
  
  
Tabella   14:   Geni   espressi   nei   microsporociti   in   maniera   specifica.   Sono   evidenziati   i   geni   meiotici   meiotic   serine  
proteinase  e  rad51.  (Cont.)  
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Tab  14:  Cont.  
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Tabella  15:  Geni  sovraespressi  nei  microsporociti  rispetto  alle  microspore  (p-­value<0,05  e  RQ>1,5)  (Cont.)  
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Tabella  15:  Cont.  
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Tabella  15:  Cont.  
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7.6  Analisi  Real  Time-­PCR  quantitativa  
  
Per  confermare  i  dati  di  espressione  genica  ottenuti  dai  microarray,  sono  stati  selezionati  5  
geni   (~5%)   tra  quelli  specifici  dei  microsporociti   (Tab  14).  La  validazione  dei  dati  è  stata  
condotta  mediante   Real   Time-­qPCR   con   il   cDNA   retrotrascritto   dal   cRNA   utilizzato   per  
?????????????????????????????????????????????????????.  
??????????????????????????????????????? ?? ??????????????????????????????????????? ????????????
espressione  ottenuti  con  le  due  metodologie  sono  concordi  (tab  16).    
  
Tabella  16:  Geni  analizzati  mediante  Real  Time.  Per  ciascuno  di  essi  si  riporta  il  livello  di  espressione  nei  microsporociti  
rispetto  alle  microspore  ottenuto  negli  esperimenti  di  Real  Time  (Relative  Quantification,  RQ  qRT-­PCR)  e  microarray  (RQ  
Microarray)  
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8.  CONCLUSIONI  
  
Il  lavoro  svolto  nella  presente  tesi  ha  avuto  lo  scopo  di  approfondire  le  conoscenze  relative  
al   processo   meiotico   in   una   specie   modello,   Arabidopsis   thaliana,   e   in   una   specie   di  
interesse  agrario,  il  pomodoro  (Solanum  lycopersicum).  
  
In   Arabidopsis   sono   stati   perseguiti   due   obiettivi   in   accordo   con   il   progetto   europeo  
???????????? ????????? ??? ???????? ???????????? ???????? ?????????????? ??? ??????? ???????
?????????????????????????????????????????????????????????????????esto  lavoro  di  tesi:  
-­  ??????????????????????????????????????????????????? ??????  
-­  ??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????  
???????????? ???? ??? ?? ??????????? ?????????? ???????????? ???? ????? ???????????? ?er  
?????????????????????? ?????????? ??????????? ???????? ???? ?????????? ??? ????????? ?????????? ???
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????HDA19  
e  presenta  riduzione  nella  fertilità  della  siliqua  e  del  polline.  La  presenza  di  anomalie  nei  
???????????????????????????????????????????????????????????-­over  e  segregazione  indica  un  
ruolo  meiotico  per   la  deacetilasi   istonica  HDA19.   Indagini  bioinformatiche  hanno   indicato  
che  altri  geni  codificanti  HDAC,  HDA6,  HDA7  ed  HDA9,  erano  candidati  ad  avere  un  ruolo  
in   meiosi.   Le   linee   inserzionali   per   HDA7   e   HDA9   ed   RNAi   per   HDA6   non   hanno  
??????????? ??? ?????????? ??? ??????? ???????????? ?????? ??? ?????? ??? ???????? ??????????
?????????????????????????????????? ???????????? ????????????????????ta  non  sempre  efficace  
???? ???????? ???????? ??? ??????? ????? ??? ????? ??????????? ???????? ????????????????? ????????? ???
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????  
Il   secondo   obiettivo   è   stato   quello   di   stabilire   lo   stato   d????????????????? ????????? ???
parzialmente,   della   metilazione   durante   la   microsporogenesi,   non   essendo   mai   stato  
descritto  in  pianta.    
?????????????????? ?????????????????????????????????????????? ???????????????????????????????
nelle   diverse   fasi  meiotiche.   ??? ?????????????????????????? ???????? ??? ???????? ??? ?????? ??? ?????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
della  meiosi   di  mammifero,   hanno  mostrato   che   i   pattern  delle  modifiche   istoniche  nella  
meiosi  in  pianta  sono  differenti.  Questo    potrebbe  indicare  una  diversità  nella  regolazione  
della   cromatina   nelle   cellule   germinali.   Comunque,   la   relativa   stabilità   delle   modifiche  
istoniche  durante   la  meiosi,  considerata  nella  presente  tesi  a   livello  globale,  non  esclude  
che  possano  esserci  variazioni  a  livello  locale.  
  
In  Solanum  lycopersicum  ?????????????????????????????????????????????????????????????????????
Genopom,  è  stato   la  messa  a  punto  di  una  strategia  di  Laser  Microdissection  Microarray  
(LMM)   per   identificare   geni   espressi   in   meiosi,   con   particolare   interesse   per   quelli  
????????????? ????????????????????????????????? ????????? ??? ?????????? ??? ?????????? ?? ??????
effettuato  tra  le  cellule  madri  del  polline  (microsporociti)  nello  stadio  pre-­meiotico/meiotico  
e   le   microspore   nello   stadio   uni-­   e   bi-­nucleato.   Questo   approccio,   che   combina   la  
??????????? ?????? ???????? ???????????????? ?????? ?? ?????????? ???????????? ??? ???????????
????????????? ??? ???? ?????? ??? ???? ???? ?????????? ?? ???? ??-­regolati   durante   la   meiosi   di  
pomo????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
del  genoma,  ha  indicato  la  presenza,  tra  i  geni  meiosi-­specifici,  di  due  geni  noti  per  essere  
espressi  in  meiosi,  meiotic  serine  proteinasi  e  rad51.  Questo  risultato,  insie??????????????  
di  geni  specifici  del  tappeto,  la  cui  presenza  avrebbe  indicato  prelievo  di  cellule  diverse  dai  
???????????????????? ??????????????????????????????????? ???????????????????????????????? ????????
ha   consentito   di   individuare   due   deacetilasi   istoniche   espresse   in  maniera   specifica   nei  
meiociti  e  dunque  con  un  putativo  ruolo  in  meiosi.  
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SUMMARY
In this study, the meiotic role of MEIOTIC CONTROL OF CROSSOVERS1 (MCC1), a GCN5-related histone
N-acetyltransferase, is described in Arabidopsis. Analysis of the over-expressionmutant obtained by enhancer
activation tagging revealed that acetylation of histone H3 increased in male prophase I. MCC1 appeared to
be required in meiosis for normal chiasma number and distribution and for chromosome segregation. Overall,
elevated MCC1 did not affect crossover number per cell, but has a differential effect on individual
chromosomes elevating COs for chromosome 4, in which there is also a shift in chiasma distribution, and
reducing COs for chromosome 1 and 2. For the latter there is a loss of the obligate CO/chiasma in 8% of the
male meiocytes. The meiotic defects led to abortion in about half of the male and female gametes in the
mutant. In wild type, the treatment with trichostatin A, an inhibitor of histone deacetylases, phenocopies
MCC1 over-expression in meiosis. Our results provide evidence that histone hyperacetylation has a significant
impact on the plant meiosis.
Keywords: histone acetylation, meiosis, chromatin organization, chiasma, Arabidopsis.
INTRODUCTION
Meiosis is a modified cell division programme essential to
all the sexually reproducing eukaryotes. Starting with DNA
replication and followed by two successive nuclear divi-
sions, the major consequences of meiosis are a halving of
chromosome number and the reassortment and segregation
of genetic information guaranteed by homologous recom-
bination (Zickler and Kleckner, 1998).
Histone modifications are increasingly recognized as
playing important roles in meiotic recombination (Borde
et al., 2009; Buard et al., 2009). In particular, histone acety-
lation was shown to be involved in meiotic recombination
either by local analysis at hotspots in fission and budding
yeast (Yamada et al., 2004; Merker et al., 2008) or by
genome-wide analysis in Saccharomyces cerevisiae (Miecz-
kowski et al., 2007). In fact, histones around the ade6–M26
locus and HIS4 locus, meiotic recombination hotspots in
Schizosaccharomyces pombe and S. cerevisiae respec-
tively, were highly acetylated during meiosis. Deletion of a
histone acetyltransferase (HAT), SpGcn5, required for ade6–
M26 hotspot-specific hyperacetylation, led to a partial
decrease in DNA double-stranded breaks (DSBs) at this
locus (Yamada et al., 2004). Vice versa, loss-of-function of a
histone deacetylase (HDAC), ScRpd3p, increases HIS4 hot-
spot activity (Merker et al., 2008). A mutation of the SIR2
gene encoding a HDAC changes the genomic distribution of
meiosis-specific DSBs in S. cerevisiae, elevating DSBs for
5% of yeast genes and reducing DSBs for 7% of the genes
(Mieczkowski et al., 2007). H3 and H4 acetylation enrichment
was reported at the active mouse Psmb9 hotspot. Interest-
ingly, H3 acetylation was different in Psmb9 and another
hotspot, Hlx1, indicating distinct features between hotspots
(Buard et al., 2009). The function of histone acetylation
might be direct in recruiting factors of meiotic recombina-
tion machinery and/or indirect by regulating chromatin
structure at local and at higher-order levels (Hirota et al.,
2008). Indeed, histone acetylation has been demonstrated
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in vitro to directly influence higher-order chromatin struc-
ture by inhibiting the formation of compact 30-nm chroma-
tin fibres (Shogren-Knaak et al., 2006). The observation that
in budding yeast over 80% of histone H4 is acetylated at
lysine 16 and most of the genome exists in a decondensed
state is consistent with a role for histone acetylation in
chromatin decompaction also in vivo (Lohr et al., 1977;
Smith et al., 2003). In meiosis, a requirement for histone
deacetylation in the condensation of metaphase chromo-
somes was reported in Xenopus laevis oocyte (Magnaghi-
Jaulin and Jaulin, 2006). Histone acetylation can affect
chromatin structure by altering the interactions of histones
between adjacent nucleosomes or with the DNA (Kouza-
rides, 2007) and/or by collectively establishing a code
recognized by downstream effector proteins and complexes
(Strahl and Allis, 2000).
Histone deacetylation has been shown to be critical for
chromosome segregation in TSA-treated mammalian
oocytes. Indeed, histone hyperacetylation produced lagging
chromosomes in mouse and pig (De La Fuente et al., 2004;
Akiyama et al., 2006; Wang et al., 2006).
Studies on histone acetylation dynamics in plant meiosis
are sketchy. To date, histone acetylation patterns have been
described in Arabidopsis mutants, ask1 (Yang et al., 2006)
and dsy10 (Boateng et al., 2008). Different loss-of-function
mutations in genes for individual HATs/HDACs have been
identified in Arabidopsis thaliana whose genome has 18
genes encoding potentially functional HDACs and 12 puta-
tive HAT genes (Pandey et al., 2002; see also http://
www.chromdb.org). Analyses of HDAC T-DNA knockout
and antisense lines, which in most cases displayed histone
hyperacetylation, revealed a role for the HDACs in repro-
ductive development. In particular, down-regulation of
AtHD1, which is a global regulator of different developmen-
tal processes, induced delayed flowering, flower abnormal-
ities, partial sterility and consequent seed set dropping (Tian
et al., 2003). Silencing of AtHD2A, a plant-specific HDAC,
severely disturbed reproductive development causing seed
abortion (Wu et al., 2000). An AtHDA6 mutant was reported
to exhibit reduced fertility, but only in the first flowers
(Aufsatz et al., 2002). However, AtHDA6 is reported to be
involved in the silencing of transgenes, DNA repeats, and
rDNA loci (Probst et al., 2004) as well in jasmonate response,
senescence, and flowering (Wu et al., 2008). Among HATs,
AtGCN5 (GNAT family), AtHAG4/HAM1 and HAG5/HAM2
(MYST family) have been functionally characterized in
Arabidopsis. Mutation of AtGCN5 induced many defects
on plant development including sterility or partial fertility
with production of few seeds (Bertrand et al., 2003; Vlacho-
nasios et al., 2003). Loss-of-function of either HAM1 or
HAM2 did not display any abnormal phenotype while no
double mutant could be recovered. Analysis of HAM1/ham1;
ham2/ham2 and ham1/ham1; HAM2/ham2 plants indicate
that these MYST members are required for gametophyte
development (Latrasse et al., 2008). In all the aforemen-
tioned mutants except the last, the mechanism underlying
the reduction of plant fertility remained unclear and, in
particular, meiosis was not directly investigated.
In this study we have used an over-expressionmutant of a
GCN5-related histone N-acetyltransferase gene, MEIOTIC
CONTROL OF CROSSOVERS1 (MCC1), that was obtained by
enhancer activation tagging (Perrella et al., 2006) to inves-
tigate the interrelationship between histone hyperacetyla-
tion and meiotic events in Arabidopsis. Analysis of mcc1
meiocytes revealed hyperacetylation of histone H3 during
male meiosis that was accompanied by defects in chromo-
some segregation and changes in crossover number and
distribution in different chromosomes.
RESULTS
Phenotype of the mcc1 mutant
We isolated the b16 line following T-DNA mutagenesis by
enhancer activation tagging in a screen for mutants with low
seed-set (Perrella et al., 2006). The line exhibited a signifi-
cant reduction in fertility, producing on average 68% fewer
seeds per silique (n = 40; P £ 0.01) than wild-type plants.
Based on our subsequent cytological characterization,
b16 was re-named meiotic control of crossovers1 (mcc1).
Analysis of F1 plants from a wild type · mcc1 cross con-
firmed that the mutation is dominant.
During vegetative development the mutant showed some
changes respect to wild type. The rosette leaves did appear
narrower and elongated (Figure S1a). Additionally, mcc1
plants exhibited faster stem elongation (Figure S1b) and
flowered about 6 days earlier than wild type (P £ 0.001).
Analysis of mcc1 anthers revealed a strong reduction in
pollen viability (Figure S1d). Inspection of mcc1 siliques
indicated failure of seed development (Figure S1e). On
average mcc1 siliques were 17% shorter than wild type
(Figure S1f). Prior to the onset of female meiosis ovule
development inmcc1 resembled that in wild type. Histolog-
ical examination of mcc1 gynoecia showed that following
megasporogenesis the embryo sacs fail to differentiate in
!50% of mcc1 ovules (n > 100 ovules). Such that, at
anthesis, the estimated number of fully developed ovules
per gynoecium was significantly less than in wild type
(11.3 " 2.8 versus 22.6 " 4.8; P £ 0.005) (Figure S2). How-
ever, the female lethality is not a gametophytic event
because MCC1 mutation inheritance was previously dem-
onstrated to be sporophytic (Perrella et al., 2006).
Molecular characterization and expression of MCC1
Previously, we showed that the mcc1 mutation cosegregat-
ed with a single T-DNA associated herbicide-resistance
marker demonstrating tight genetic linkage of the two loci
(Perrella et al., 2006). A DNA fragment flanking the T-DNA
insert in mcc1 plants was obtained by thermal asymmetric
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interlaced-PCR (TAIL PCR) (Liu et al., 1995). This sequence
was found to match the last exon of the predicted Arabid-
opsis gene At3g02960. However, the insertion of the T-DNA
into the coding sequence of At3g02960 (Figure 1a) provoked
no gene deregulation (Figure S3) making unlikely that the
low seed set phenotype could be associated with it. As the
T-DNA included multiple copies of the CaMV 35S enhancer
(Weigel et al., 2000), we tested whether the insertion caused
an enhancement of the expression of the adjacent genes
(Figure S3). RT-PCR analysis, performed on leaves and
flower buds, indicated that only the expression of gene
At3g02980 (MCC1), located 9.6 kb from the CaMV 35S enh-
ancers, was elevated in the mutant compared with wild type
(Figure 1b). This finding was confirmed by quantitative real-
time RT-PCR, which revealed that the transcript level of
MCC1 was higher in mutant flower buds and leaf tissue
compared with wild type by a factor of 3- and 1.5-fold
respectively (Figure 1b).
MCC1 has five exons and four introns (Genebank acces-
sion AC018363; F13E7.7) and encodes a predicted 247 amino
acid protein containing a GCN5-related N-acetyltransferase
domain (GenBank accession no. NM_111168). Our RT-PCR
experiments, loaded on 2% agarose gel, revealed two
transcripts (Figure S4a). The smallest transcript (GenBank
accession EU598462) contains the full predicted ORF while
the longest (GenBank accession no. EU598461) retains 30 nt
of the second intron that causes a premature termination
codon truncating the coding sequence at the 97th aminoacid
(Figure S4b). We found one MCC1 homologue (At5g16800,
78% identical) in the Arabidopsis genome using a BLASTP
search using the predicted MCC1 sequence as the query.
To confirm that the low seed set phenotype of mcc1 was
due to enhanced expression of MCC1, we generated trans-
genic Arabidopsis plants expressing a genomic DNA frag-
ment of At3g02980 under the control of a CaMV 35S
promoter. Ninety-nine transformants were obtained that
on visual inspection were found to have a large variability in
seed set/silique. Eight independent transgenic lines that
displayed a strong reduction in seed set were analysed
further. The presence of the transgene with CaMV 35S
promoter and kanamycin marker was confirmed by PCR and
cytological examination revealed a reduction in pollen
viability and male meiotic abnormalities similar to those
described below inmcc1 (Figure S5). When the C24 ecotype
(a)
(b)
Figure 1. Chromosomal location of the T-DNA
insertion and enhanced expression of the acti-
vated gene in mcc1 mutant.
(a) Schematic representation of the T-DNA
insertion site in the mcc1 mutant. T-DNA is
inserted within At3g02960 locus (exons are
represented by black boxes), encoding a copper
binding related protein. The four predicted
genes, indicated by a black arrow, around
T-DNA are At3g02950 encoding an unknown
protein, MYB107 (At3g02940) encoding a puta-
tive transcription factor, EXL6 (At3g02970)
encoding an exordium protein and At3g02980
encoding a GCN5-related N-acetyltransferase
(GNAT) protein. BAR, Basta resistance. 4 · 35S
denotes four copies of the 35S enhancer.
(b) Expression analyses of MCC1. (a) RT-PCR
expression analysis of MCC1 in wild type (WT)
and mcc1 bud (B) and leaf (L) tissue. The 18S
RNA is the control forMCC1 expression. (b) Real
time RT-PCR of relative expression of MCC1 in
wild type (WT) and mcc1 in reproductive (B,
bud) and somatic (L, leaf) tissue. The actin
(ACT2) gene is used as the normalization con-
trol. Values are mean " SE (n = 3 experiments).
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was transformed with the empty vector no effect on the
phenotype was detected.
To perform loss-of-function of MCC1, T-DNA insertion
lines SALK_092359, SALK_008970, and SALK_135591 were
analysed. The locus At3g02980 was tagged at the promoter
(SALK_092359, SALK_008970) and at the third intron
(SALK_135591) (Figure S6a). Plants homozygous for the
three independent mutant alleles had a phenotype resem-
bling that of wild type. No difference in the expression level
was seen for the MCC1 gene between both lines
SALK_092359, and SALK_008970 and the wild type with
primers downstream of the insertion site (Figure S6b)
revealing that MCC1 is not disrupted in these two lines. In
the case of line SALK_135591, we failed to detect a transcript
using primers spanning the insertion, although we detected
a transcript using primers that were upstream of the
insertion (Figure S6b). We hypothesized that either the
truncated MCC1 cDNA expressed in SALK_135591 is func-
tional or, alternatively, MCC1 acts redundantly.
Occurrence of meiotic abnormality in mcc1
To investigate the basis of the reduced fertility phenotype in
mcc1 we conducted a cytological examination of meiosis
using DAPI stained chromosome spread preparations from
pollen mother cells (PMCs) at different meiotic stages
(Figure 2). Earlier events of prophase I were not strikingly
different from wild type PMCs isolated from anthers at a
comparable stage of development. At diplotene/diakinesis,
the chromatin inmcc1was seemingly more relaxed in!20%
of themcc1 nuclei (n = 50). The possibility that this might be
indicative of a delay in prophase I progression was explored
by conducting a time-course experiment using a 2-h pulse of
bromo-deoxyuridine to label S-phase nuclei. Bothmcc1 and
wild type took around 30 h to progress through prophase I.
Although prophase I progression appeared not to be
affected in mcc1 the fate of those PMCs showing a strongly
altered chromatin morphology is unclear (Figure 3). As the
PMCs progressed beyond prophase I additional meiotic
abnormalities became apparent. Inspection of chromosome
spreads at metaphase I revealed the presence of univalent
chromosomes in 8% of mcc1 nuclei (n = 50) (Figure 2c).
Meiotic defects were also apparent at later meiotic stages. At
anaphase I mcc1 meiocytes showed lagging chromosomes
(9%; n = 30) and at telophase I uneven chromosome distri-
bution was observed in 9% of PMCs (n = 50) presumably
due to the random segregation of the univalent chromo-
somes. Unsurprisingly, the defects were also observed in
mcc1 at the second meiotic division with missegregation at
both anaphase II and telophase II (Figure 2d) and unequal
sister chromatid distribution apparent in 21% ofmcc1 PMCs
(n = 50) giving rise to abnormal meiotic end products.
However, that the frequency of these abnormalities was
higher at meiosis II than meiosis I, cannot solely be
explained by the univalent behaviour and is likely related
WT
mcc1
(a) (b)
(c) (d)
Figure 2. Microsporogenesis from wild-type (a,
b) and mcc1 (c, d) by DAPI staining in Arabid-
opsis thaliana (2n = 2x = 10).
Metaphase I showing four bivalents plus two
univalents (arrows) in mcc1 (c), and five biva-
lents in wild-type (a). Telophase II showing
unbalanced chromosome number in two nuclei
in mcc1 (d), and four balanced nuclei in wild
type (b) as estimated by the count of chromo-
centres. Scale bar: 10 lm.
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to aberrant centromere function in sister chromatid
segregation.
Female meiosis was also investigated inmcc1. This study
revealed univalents at metaphase I (Figure S7) and chromo-
some segregation defects similar to those observed in male
meiosis.
MCC1 over-expression changes chiasma number per
chromosome and chiasma distribution
To establish whetherMCC1 affected meiotic recombination,
chiasma frequency and distribution were evaluated in male
meiosis (Table 1) at metaphase I after FISH with 45S and 5S
rDNA probes (Figure 4) that allow the five chromosome
pairs to be individually recognized as previously described
by Sanchez-Moran et al. (2001). Interestingly, the univalent
chromosomes that occurred in 8% of mcc1 nuclei was
apparently not random, as all FISH observations revealed
that this only involved the nucleolar acrocentric chromo-
some 2 (Figure 4). This finding was not seen in corre-
sponding wild type nuclei (n = 50), which is in complete
agreement with previous results indicating that the mecha-
nism that imposes the formation of a minimum of a single
obligate CO/chiasma in Arabidopsis is very robust. Rather
surprisingly, given the observation of the univalents, the
mean number of chiasmata per cell was 7.9 in bothmcc1 and
wild type (n = 50 PMCs). Analysis of bivalent configuration,
that is, ‘rod versus ring,’ where the chiasmata are restricted
to a single arm or present in both arms respectively,
revealed a significant decrease of ‘ring’ bivalents inmcc1 in
respect to wild type for chromosome 1 (P = 0.037) and a
significant increase for chromosome 4 (P = 0.033). No sig-
nificant changes were apparent on the remaining chromo-
somes. Analysis of chiasma localization in terms of distal
versus proximal revealed an apparent increase of proximal
COs on short arm of chromosome 3, but the increase was
not statistically significant (P = 0.094). For chromosome 4 in
mcc1 a significant increase (P = 0.002) in the proportion of
distal versus proximal chiasmata, 43 versus 23 respectively,
was observed relative to wild type (29 versus 32). This was
accompanied by a significant increase (P = 0.041) in the
relative proportion of chiasmata in the short arm. As men-
tioned above, the effect of this was to increase the overall
occurrence of ring bivalents by 12% relative to wild type.
Overall, it appears that elevated MCC1 did not affect cross-
over number per cell, but has a differential effect on indi-
vidual chromosomes elevating COs for chromosome 4, in
which there is also a shift in chiasma distribution, and
Figure 3. Pollen mother cell (PMC) in mcc1 at mid-prophase I showing a
strongly altered morphology of the chromosomes. Scale bar: 2 lm.
Table 1 Average of pairing configurations
per cell (rod versus ring), chiasmata per
cell (distal versus proximal) and per biva-
lent arm (short versus long) in wild type
and mcc1 mutant (n = 50 male meiocytes)
Genotype
Configurations Chiasmata
Bivalents,
ring rod Univalents Distal Proximal Short arm Long arm
Wild type
chr1 0.92, 0.08 – 1.48 0.58 0.92 1.14
chr2 0.26, 0.74 – 0.78 0.48 0.34 0.92
chr3 0.54, 0.46 – 1.08 0.46 0.54 1.00
chr4 0.20, 0.80 – 0.58 0.64 0.24 0.98
chr5 0.78, 0.22 – 1.36 0.46 0.78 1.04
Total 2.70, 2.30 – 5.28 2.62 2.82 5.08
mcc1
chr1 0.84a, 0.16a – 1.40 0.52 0.84 1.08
chr2 0.22, 0.70 0.08 0.72 0.42 0.30 0.84
chr3 0.68, 0.32 – 1.10 0.62 0.68 1.04
chr4 0.32a, 0.68a – 0.86b 0.46b 0.38a 0.94
chr5 0.84, 0.16 – 1.44 0.42 0.84 1.02
Total 2.88, 2.02 0.08 5.52 2.44 3.04 4.92
Data was analysed by chi-squared test.
aP £ 0.05; bP £ 0.01.
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reducing COs for chromosome 1 and 2. In the latter this leads
to the loss of the obligate CO/chiasma in some nuclei.
Synaptonemal complex (SC) appears normal in mcc1
Based on our observation that recombinationwas affected in
mcc1we investigated whether SC was normal in themutant.
Immunolocalization studies were carried out on spread
preparation of PMCs from the mutant at various stages
throughout prophase I using Abs recognizing the axis-
associated protein, ASY1 (Armstrong et al., 2002) and the
SC transverse element protein, ZYP1 (Higgins et al., 2005). In
wild type, immunolocalization of ASY1 indicates that the
protein associates with the chromatin in G2 as numerous
punctate foci. At the onset of leptotene there is a rapid,
co-ordinated change in the distribution to a linear chromo-
some axis associated signal (Sanchez-Moran et al., 2007).
This finding coincides with the elaboration of the chromo-
some axes (Figures S8 and S9). In mcc1 initial localization
of ASY1 is indistinguishable from that in wild type
(Figure S10a–c), but subsequently the axis transition ap-
peared less coordinated (Figure S10d–i). This situation was
manifested in the presence of nuclei at zygotene that
exhibited stretches of linear ASY1 signal set against a diffuse
chromatin-associated signal (Figure S10g–i). We have never
observed this distribution of ASY1 in wild type material
(Figure S9d–i). As prophase I progressed through zygotene
to pachytene the ASY1 assumed a more typical linear signal
running the length of the chromosome axes and there
appears no substantive effect on the rate of progression of
the PMCs through to pachytene (Figure S10j–l). At pachy-
tene, ASY1 behaviour was accompanied by apparently nor-
mal SC formation based on immunolocalization of ZYP1
(Figure S11).
Hyperacetylation of histone H3 in mcc1 male meiosis
Based on our findings that meiosis was defective in the
mutant we surmised that if the prediction that MCC1 pos-
sesses histone acetyltransferase activity was correct, then
evidence of histone hyperacetylation should be apparent in
mcc1 PMCs. The level of histone acetylation in mcc1 and
wild type PMC spread preparations was quantified at
pachytene by measuring the fluorescence signal intensity
following dual-immunolocalization using an antibody (Ab)
recognizing the lysine residues K9 and K14 on the tail of
histone H3 (H3K9K14Ac) (Figure 5) and an anti-ASY1 Ab or,
alternatively, anti-ZYP1 Ab (Figure S8). ASY1 and ZYP1
being well characterized for their spatial and temporal dis-
tribution during prophase I allow to identify unambiguously
the PMC stage. The fluorescence signal arising from the anti-
H3K9K14Ac Ab was consistently stronger inmcc1 by a factor
of 30% (n = 85 nuclei) (Figure 5). This finding is consistent
with mcc1 PMCs exhibiting an elevated level of histone H3
acetylation.
Trichostatin A treatment phenocopies MCC1
over-expression
To obtain additional evidence that the meiotic defects
described in mcc1 were induced by the histone hyperacet-
ylation, we treatedwild type plants with trichostatin A (TSA),
an inhibitor of histone deacetylases (Murphy et al., 2000).
Immunolocalization with anti-H3K9K14Ac Ab confirmed that
the PMCs from the treated plants exhibited hyperacetylation
Chr.4
Chr.4
mcc1
Chr.3
Chr.2
Chr.2
Chr.1Chr.5 Chr.5
WT
Figure 4. FISH from wild type (WT) andmcc1 at
metaphase I in male meiosis.
FISH was performed with the 5S rDNA (red) and
45S rDNA (green) probes. In WT, nucleolar
chromosome 2 is a rod bivalent recognizable
by 45S probes located on short arm; nucleolar
chromosome 4 is a rod bivalent, as well, and
shows 45S and 5S signals, both located on short
arm. Chromosome 5 is a ring bivalent carrying
only 5S. Chromosome 1 and 3 are ring bivalents
without any signal and are distinguishable by
size. In mcc1, the two univalents belong to
chromosome 2 while chromosome 4 is config-
ured as a ring bivalent. Scale bar: 5 lm.
Figure 5. Level of histone acetylation in wild type andmcc1microsporocytes
at pachytene (n = 85 nuclei).
It was measured by fluorescence intensity according to ‘Step by Step
AnalySIS’ software. Data are means and SD.
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(Figure 6) indicating that deacetylation was inhibited start-
ing at the lowest TSA concentration (10 ng/ml). The obser-
vation of DAPI-stained chromosome spreads in PMCs
revealed that TSA treatment was able to phenocopy the
meiotic defects of mcc1 mutant. This factor included the
presence of univalents at diakinesis (Figure 7c) leading to
missegregation and unbalanced nuclei at the end of meiosis
(Figure 7d). No meiotic irregularities were detected in
untreated plants (Figure 7a,b). Thus, these results indicate
that the effect of TSA treatment during meiosis is substan-
tially the same as over-expression of MCC1.
DISCUSSION
Our analysis of the A. thaliana mcc1 mutant where
enhanced activation of a putative histone acetylase results in
hyperacetylation of histone H3 in male meiosis has revealed
compelling evidence of a link between histone de/acetyla-
tion and normal meiotic progression.
In mcc1, hyperacetylation has a clear effect on chiasma
behaviour although not univocal for all the chromosomes.
In particular, chromosome 1 shows a tendency (P < 0.05) to
form a single CO per bivalent instead of double COs typical
of wild-type. CO assurance on chromosome 2 is defective,
such that a proportion (8%) fails to form the obligate CO
which is the minimum requirement to ensure accurate
chromosome segregation at the first meiotic division (Lam
et al., 2005). Chromosome 4 formed a significantly greater
proportion (P < 0.05) of double COs per bivalent compared
with wild type. Indeed, in this chromosome we observed a
significant increase (P < 0.05) in the proportion of chias-
mata in the short arm (s.a.) relative to the long arm (l.a.) in
mcc1 (0.38 s.a/0.94 l.a.) compared with wild type (0.24 s.a./
0.94 l.a.). CO increase was accompanied by a significant
shift (P < 0.01) toward distal chiasmata in the long arm of
the chromosome 4. We propose that different chromosome
features may underlie the differential response to hyper-
acetylation observed for chromosome 4 in mcc1. Apart
from its smaller size, which may well be relevant, the key
feature of chromosomes 4 is the presence of a large array of
rDNA in the short arm (Copenhaver and Pikaard, 1996).
Additionally, a cluster of CO hotspots has been mapped
to the short arm of chromosome 4 adjacent to the
+TSA
–TSA
(a) (b) (c)
(d) (e) (f)
Figure 6. Dual immunolocalization of ASY1
(green; b, e), and H3K9K14Ac (red; c, f) to PMCs
at zygonema with trichostatin A-treatment
(+TSA, d–f) and without ()TSA, a–c).
DNAwas counterstainedwith DAPI (a, d). Higher
level of histone acetylation is shown in TSA-
treated sample (f) respect to untreated (c) at the
same stage when ASY1 is visible as a continu-
ous signal along chromosome axes (b, e). Scale
bar: 5 lm.
–TSA
(a) (b)
(c) (d)
+TSA
Figure 7. Meiosis from representative PMCs of wild type after the treatment
with histone deacetylase inhibitor trichostatin A (+TSA, c, d) as comparedwith
untreated PMCs ()TSA, a, b).
In TSA-treated PMCs (10 ng/ml TSA), 2 univalents at diakinesis (c), and
unbalanced nuclei at telophase II (d). Regular behaviour is shown by
untreated PMCs (a, b). Scale bar: 10 lm.
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heterochromatic NOR (Drouaud et al., 2006). It is therefore
conceivable that hyperacetylation might enhance the acti-
vity of the pre-existing hotspot cluster on the short arm of
chromosome 4 or, alternatively, induce novel recombina-
tion sites possibly located at NOR or flanking regions.
Several previous studies lend support to this hypothesis. It
is well documented that hyperacetylation of histone H3 or
H4 occurs in recombinationally active chromosomal
domains such as chicken immunoglobulin locus (Seo et al.,
2005), fission yeast ade6–M26 (M26) locus (Yamada et al.,
2004), and mouse hotspot Psmb9 (Buard et al., 2009).
Furthermore, mutation in the budding yeast histone
deacetylase RPD3 stimulates meiotic recombination at
HIS4 hotspot locus as measured through the double-
stranded DNA breaks (DSBs), which are the earliest deter-
minants of crossovers (Merker et al., 2008). In contrast,
histone hypoacetylation characterizes recombination-sup-
pressed regions at rRNA gene clusters as well as at
telomeres in budding yeast (Millar and Grunstein, 2006).
When the histone deacetylase SIR2 gene is deleted, an
elevated rate of intrachromosomal recombination is
observed in the rRNA genes (Gottlieb and Esposito, 1989).
Consistent with this observation, the frequency of DSBs
increases in rDNA and flanking regions in the sir2 mutant
(Mieczkowski et al., 2007). Finally a study in A. thaliana
showed that mutation of the histone deacetylase HDA6
resulted in a loss of transcriptional silencing of repetitive
sequences, chromatin decondensation and significant
hyperacetylation localized to the NOR (Probst et al., 2004).
Although whether this had an effect during meiosis was not
explored. That chromosome 2 behaves differently to chro-
mosome 4 despite structural similarities, in terms of size
and rDNA array, cannot readily be addressed at present. It
is of interest that differences in the behaviour of the two
chromosomes have previously been noted (Santos et al.,
2003). We assume that CO failure occurring on chromo-
some 2 as well as on chromosome 1 may be related to the
number and relative distribution of CO hotspots along
these chromosomes. However the distribution of hotspots
on chromosome 1 and 2 has not yet been reported.
Modifications in CO number and distribution could be
related to changes in chromatin structure imposed by
hyperacetylation. Indeed, over-expression of MCC1 seems
to have an effect on meiotic chromosome condensation
that needs to be deeply investigated. In other organisms,
hyperacetylation due to pharmacological inhibition of
HDACs hampers the chromosome condensation during
meiosis (Akiyama et al., 2006; De La Fuente, 2006; Magna-
ghi-Jaulin and Jaulin, 2006; Wang et al., 2006; Bui et al.,
2007), whereas over-expression of a deacetylase causes a
premature chromatin condensation (Verdel et al., 2003). In
addition, the observation that ASY1 behaviour appears
abnormal would suggest that overexpression of MCC1
affects chromatin organization since early meiosis.
Our analysis of mcc1 evidences that histone de/acetyla-
tion is critical for ensuring the proper chromosome/sister
chromatid segregation. Furthermore, this is supported by
the observations of TSA-treated wild type meiocytes. A
general requirement of histone deacetylation for proper
segregation is illustrated in other organisms, in mitotic as
well as in meiotic cells. For instance, hyperacetylation
following treatment with histone deacetylase inhibitors
results in chromosome segregation defects in fission yeast
(Ekwall et al., 1997), human (Cimini et al., 2003) and tobacco
(Li et al., 2005) mitotic cells, as well as in mouse (De La
Fuente et al., 2004; Akiyama et al., 2006) and porcine (Wang
et al., 2006) female meiosis. Evidence has been provided for
the role of histone deacetylation in epigenetic control of
centromeric heterochromatin (Ekwall et al., 1997; Taddei
et al., 2001; Cimini et al., 2003; De La Fuente et al., 2004), in
centromere cohesion (Eot-Houllier et al., 2008) and kineto-
chore-microtubule attachment (Ishii et al., 2008).
In mcc1, meiotic histone hyperacetylation influences
negatively plant fertility by acting on male and female
meiosis. In yeast, mutations in HATs produced meiotic
arrest (Burgess et al., 1999; Choy et al., 2001), whereas TSA-
dependent hyperacetylation caused apoptosis in murine
male meiosis (Fenic et al., 2004), and aneuploidy in female
meiosis (Akiyama et al., 2006) or inhibited the progression of
meiotic maturation in half of the oocytes (De La Fuente et al.,
2004).
In conclusion, our findings point out thatMCC1 has a role
in meiosis by influencing recombination and chromosome
segregation. In a context of histone code hypothesis (Strahl
and Allis, 2000; Jenuwein and Allis, 2001), it is likely that
hyperacetylation driven by MCC1 may alter the pattern of
other histone modifications, methylation, phosphorylation
and ubiquitination, especially at level of specialized sub-
chromosomal domains.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Plant material and growth conditions
The Arabidopsis mcc1 mutant was previously isolated from an
enhancer activation tagging population (Perrella et al., 2006)
obtained after Agrobacterium tumefaciens floral transformation
with strain GV3101 carrying the binary vector pSKI015 (Koiwa et al.,
2002). C24 line homozygous for the chimeric RD29A:LUC reporter
gene (Ishitani et al., 1997) is the background of tagged T-DNA
population and was used in this study as wild type. Plants were
grown both in a controlled growth room with 16 h/8 h of light/dark
at 22!C/18!C and in greenhouse. Phenotypic analysis was per-
formed according to Boyes et al. (2001). Plantmaterial was collected
as described by Higgins et al. (2004).
Nucleic acid extraction
Plant genomic DNA was isolated using the DNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN). Bacterial plasmid DNAwas isolated using QIAprep" Spin
Miniprep Kit (QIAGEN, http://www1.qiagen.com). Total RNA from
wild type andmcc1 leaves and prebolting buds was extracted using
the RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) and then treated with DNase I
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(Invitrogen, http://www.invitrogen.com) to remove residual geno-
mic DNA.
Identification of T-DNA tagged locus
Genomic sequence flanking the T-DNA insertion in mcc1 was
determined by using the TAIL-PCR procedure of Liu et al. (1995)
with primers corresponding to the nested regions internal to the left
border and degenerated primers as listed in Table S1 online.
Identification of T-DNA insertion mutants
T-DNA insertion lines SALK_092359, SALK_008970, and
SALK_135591 were obtained from the ABRC and screened for
homozygous progeny as described using specific primers and
T-DNA primer suggested (Alonso et al., 2003).
RT-PCR analysis
The SuperScript# One-Step RT-PCR with Platinum Taq kit (Invitro-
gen) was used to amplify gene-specific products from total RNA.
Primers designed to amplify the genes flanking the insertion site
and 18S rRNA, used to equalize the RNA loading into RT-PCR
reaction, are listed in Table S1 online.
Real-time RT-PCR analysis
The SuperScript III reverse transcriptase (Invitrogen) was used to
synthesize first-strand cDNA from total RNA. Gene-specific primers
were designed using PRIMER EXPRESS software, ver. 2.0 (Applied
Biosystems", http://www3.appliedbiosystems.com) and are listed
in Table S1 online. Real-time PCR analysis was performed using the
ABI PRISM 7000 instrument (Applied Biosystems") and SYBR"
Green PCR Master Mix (Applied Biosystem). Data were analysed
through 7000 System SDS software ver. 1.2.3 (Applied Bio-
systems"). The amplification plots were analysed automatically
calculating the baseline and the Ct values. Actin was used as
endogenous control. Relative expression data were obtained by
comparing wild type versus mcc1 mutant samples.
MCC1 cloning and nucleic acid sequencing
The coding region of MCC1 was amplified by RT-PCR by using
SuperScriptTM III Reverse Transcriptase (Invitrogen) with an oligo-
dT (12–18) in C24 ecotype. The cDNA was subjected to PCR with
gene-specific primers as listed in Table S1 online and cloned into
PCR2.1 (Invitrogen).MCC1 genomic fragment (corresponding to the
region 14096–15414 of BAC clone F13E7) was amplified from C24
DNA by PCR with primers listed in Table S1 online and cloned into
the binary vector pKYLX7135S2 (Schardl et al., 1987) to generate
pKYLX7135S2–MCC1. Nucleotide sequencing was carried out by
Eurofins MWG Operon sequencing service (Germany).
Recapitulation analysis
The construct pKYLX7135S2–MCC1 was introduced into Agrobac-
terium tumefaciens strain GV3101, which was used to transform
C24 ecotype as described by Koiwa et al. (2002). The seed set/sili-
que, the pollen viability, and the microsporogenesis were observed
on T1 transgenic plants harboring the overexpression construct to
reconfirm the MCC1 gene function.
Cytohistological analysis
Male meiosis was examined by light microscopy in 4¢-6-diamidi-
no-2 phenylindole (DAPI)-stained pollen mother cells (PMCs) as
described by Ross et al. (1996). Female meiosis observation was
performed according to Armstrong and Jones (2001). Chiasmata
were recorded at metaphase I in PMCs after fluorescence in situ
hybridization (FISH) following the method of Sanchez-Moran et al.
(2001). Fluorescence immunolocalization was carried out on
chromosome spreadings in PMCs at prophase I as described by
Armstrong et al. (2002). The following antibodies have been used:
anti-ASY1 (rat, dilution 1:500), anti-ZYP1 (rabbit/rat, dilution 1:500),
and anti-H3K9K14Ac (Upstate Biotechnology, catalogue no. 06–
599; rabbit, dilution 1:500) (Armstrong et al., 2002; Sanchez-Moran
et al., 2007). Slides were analyzed by fluorescence microscopy
using a Nikon Eclipse T300 microscope. Image acquisition and
analysis were conducted using ‘Step by Step AnalySIS’ software
(Soft Imaging System GmbH, http://www.soft-imaging.net). The
intensity of fluorescence was quantified by measuring the pixel
value of fluorescence within a defined Region of Interest (ROI)
using a 12-bit CCD camera.
Pollen viability was assessed by Alexander’s staining (Alexander,
1969). For gynoecia observation, DAPI-stained longitudinal sections
(8 lm) of buds collected at the floral stages 10–13, as defined by
Smyth et al. (1990), corresponding to ovule stages 2–3 (Schneitz
et al., 1995), were performed according to paraffin-embedding
procedure (Sharma and Sharma, 1980).
Bromodeoxyuridine (BrdU) pulse-labelling treatment
BrdU pulses were performed and detected using an anti-BrdU
kit (Roche, http://www.roche.com) according to the technique
described by Armstrong et al. (2003).
Trichostatin A treatment
The inflorescence stems from wild type and mcc1 mutant were cut
under water and placed in different concentrations of trichostatin A
(Roche) (10, 100, 1000 ng/ml) as previously described for amino-
peptidase inhibitor assay (Sanchez-Moran et al., 2004). After 39 h
the floral buds were fixed and PMCs analyzed as above reported.
Accession numbers
Sequence data from this article can be found in the Arabidopsis
Genome Initiative or GenBank/EMBL databases under the following
accession numbers: MCC1, At3g02980; EXP6, At3g02970; EST,
At3g02950; MYB107, At3g02940; COBP, At3g02960; Actin,
At3g18780; 18SrRNA, At3g41768.
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Figure S6. Schematic representation of MCC1 locus showing the
T-DNA insertion sites in SALK lines.
Figure S7. Female meiosis from wild-type and mcc1.
Figure S8. Dual immunolocalization of ASY1 or ZYP1 and
H3K9K14Ac to PMCs in mcc1 and wild type.
Figure S9. Immunolocalization of ASY1 protein to early and mid-
prophase I nuclei of wild type.
Figure S10. Immunolocalization of ASY1 protein to early and mid-
prophase I nuclei of mcc1 mutant.
Figure S11.Dual immunolocalization of ASY1 and ZYP1 tomalemid
prophase I nuclei of wild type and mcc1.
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Epigenetic states, and particularly histone post-translational modifications, i.e.
phosphorylation, acetylation, methylation and ubiquitination, are increasingly recognized as playing
important roles in chromatin organization during meiosis. These modifications can alter chromatin
structure by affecting the interaction of histones between adjacent nucleosomes or with DNA and/or
even by collectively establishing a histone code recognized by downstream effector proteins and
complexes.
Histone acetylation and methylation involve the modification of different lysine residues
mainly in the amino terminal region of H3 and H4 histone proteins. Histone acetylation plays a role
in meiotic progression, recombination, and chromosome segregation, as evidenced in yeast and
mammals. Moreover, cytological observations in mammalian oocytes showed that the equilibrium
between the acetylation and deacetylation state of the chromatin shifted during meiosis. Similarly,
histone methylation is essential for several aspects of meiotic chromosome pairing and
recombination. Observations of mammalian oocytes revealed that, in contrast to acetylation, histone
methylation appears to be relatively stable during meiosis.
To date, histone acetylation and methylation dynamics were not deeply investigated in plant
meiosis and only brief descriptions have been reported relatively to some stages in plant meiotic
mutants. In the present study, we investigated histones H3 and H4 acetylation and H3 methylation
during male meiosis in Arabidopsis thaliana to infer relationships between histone marks and
crucial meiotic events. In particular, immunocytochemical experiments were performed by
antibodies raised against acetylated lysine (K) at both residues 9 and 14 or only residue 9 of histone
H3 (H3K9/14ac, H3K9ac), and acetylated K5 or K16 of histone H4 (H4K5ac, H4K16ac) in Col-0
ecotype. Moreover and preliminarily, the occurrence of methylated lysine was investigated using an
antibody against trimethylated K4 of histone H3 (H3K4me3). The results showed that the patterns
of histone acetylation in male meiocytes were meiotic stage-dependent and lysine residue-specific,
while the distribution of H3K4me3 was stable during the stages of meiosis so far examined.
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Potato, PS, 2n gametes, sexual polyploidization
Polyploidy was estimated to occur in angiosperms from 30% to 80% of the species that
include also important economic crops such as wheat, banana, potato, and alfalfa. Several works
postulate that polyploids originated from genetic mutations leading to diploid (2n) gametes.
Furthermore, 2n gametes emerged as a significant tool in the development of new breeding
strategies. For instance, 2n gametes have been used in potato to transmit useful traits from diploid
wild relatives to tetraploid cultivated genotypes (Solanum tuberosum) through crossing schemes
based on sexual polyploidization.
In Solanum spp., different cytological mechanisms leading to meiotic nuclear restitution were
identified and a single recessive mutation in a gene termed PARALLEL SPINDLES (PS) was
suggested to be responsible of one of these mechanisms causing 2n gametes. However, the genomic
complexity of Solanum species delayed functional study of PS gene. Recently, d’Erfurth and
colleagues (PLoS Genet 2008, 4) provided the first molecular analysis of PS homologue (AtPS1) in
Arabidopsis mutants displaying diploid pollen.
Taking advantage of the characterization of AtPS1 gene a sequence-homology-based strategy
was employed to isolate PS-like sequences in a diploid (2n = 2x = 24) potato clone. We isolated
seven cDNAs and one genomic clone sharing 33-37% and 44% of nucleotide identity with AtPS1
cDNA and genomic sequences, respectively. Molecular and phylogenetic analysis of potato PS-like
sequences confirmed a more complicated landscape of this family respect to Arabidopsis in which
only one locus has been identified. Indeed, differentially spliced cDNAs were found and the
existence of at least three different PS-like loci was inferred. Moreover, preliminary analysis of PS-
like genes in different plant families showed a various degree of complexity. For instance, in
Glycine max four loci were identified on public databases. Further bioinformatic studies will be
carried out to get more hints about the evolution of PS-like gene family.
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Traditional plant breeding techniques are based on genetic exchange (crossovers) during
homologous recombination  in meiosis which creates new combinations of alleles. The frequency
and distribution of meiotic crossovers (COs), affecting the number of loci that recombine, are a
major constraint to future crop improvement. In cereal crops, for example, COs are predisposed to
the ends of the chromosomes such that about 30-50% of the genes rarely recombine.
Post-translational modifications of histones during meiosis are being recognized as playing
important roles in chromosome structure, recombination and segregation in several organisms but in
spite of their importance the precise function and regulation are sketchy in plants.
Following activation tagging approach, a dominant mutation in Arabidopsis thaliana was
isolated leading to the over-expression of the histone acetylase MEIOTIC CONTROL OF
CROSSOVERS 1 (MCC1) (Perrella et al. 2010, Plant J 62(5): 796-806). Enhanced expression of
MCC1 caused histone hyperacetylation in male meiosis as revealed by immunolocalization with
H3K9K14Ac antibody. Moreover, mcc1 exhibited an early flowering, a reduced fertility with
siliques carrying few seeds and a lower terminal height as compared to wild type. Cytological
analysis of microsporogenesis showed meiotic defects such as aberrant chromosome condensation
at diakinesis and univalent chromosomes at metaphase I. At meiosis II, the disjunction of sister
chromatids occurred asynchronously in mcc1 and migration of the chromatids towards the poles
was irregular giving rise to an unequal sister chromatid distribution at telophase II. Female meiosis
was also investigated in mcc1 revealing defects similar to those observed in male meiosis.
Fluorescent in situ hybridization on male meiocytes with 45S and 5S rDNA probes indicated that
the univalents were exclusively nucleolar chromosome 2. Furthermore, analysis of chiasma
frequency showed that elevated MCC1 did not affect crossover number per cell, but has a
differential effect on individual chromosomes elevating COs for chromosome 4, in which there is
also a shift in chiasma distribution, and reducing COs for chromosome 1 and 2. The observed
meiotic defects led to abortion in about half of the male and female gametes in the mutant.
In wild type, the treatment with the inhibitor of histone deacetylases, trichostatin A,
phenocopies MCC1 over-expression in meiosis.
Our work demonstrated for the first time in plant that histone acetylation has a significant
impact on the control of meiotic recombination. For this reason, we started a systematic analysis of
genes involved in histone modifications and chromatin remodeling in order to identify factors
controlling meiotic recombination in higher plants.
  
CHANGES  IN  HISTONE  ACETYLATION  DURING  MALE  MEIOSIS  IN  ARABIDOPSIS  
THALIANA  
  
CREMONA  G.,  CONSIGLIO  M.F.,    AIESE  CIGLIANO  R.,  CONICELLA  C.  
CNR-­Institute  of  Plant  Genetics,  UOS  Portici,  Via  Università  133,  80055  Portici  (Italy)  
  
Epigenetic   states,   and   particularly   histone   modifications   are   increasingly   recognized   as   playing   important   roles   in  
chromosome   organization   during   meiosis.   Histone   acetylation   may   influence   chromatin   structure   by   altering   the  
interactions   of   histones   between   adjacent   nucleosomes   or   with   the   DNA   and/or   by   collectively   establishing   a   code  
recognized  by  downstream  effector  proteins  and  complexes.  In  some  mammalian  oocytes,  the  equilibrium  between  the  
acetylation/deacetylation   state   of   the   chromatin   is   shifted   dramatically   during   meiosis.   To   date,   histone   acetylation  
dynamics  was  not   exhaustively   investigated   in  plant  meiosis.  Only  brief  descriptions  have  been   reported   relatively   to  
some  stages  in  plant  meiotic  mutants.  However,  studies  performed  in  other  organisms  indicate  that  histone  acetylation  
play   a   role   in   meiotic   progression,   meiotic   recombination,   and   chromosome   segregation.   In   the   present   study,   we  
investigated   the   acetylation   state   in   all   stages   of   male   meiosis   in   Arabidopsis   thaliana   using   a   panel   of   antibodies  
specific  for  acetylated  forms  of  histone  H3  and  H4.  In  particular,  immunocytochemical  experiments  were  performed  by  
antibodies   raised   against   acetylated   lysine   9   and  14   of   histone  H3   (Ac-­H3K9K14)   and   acetylated   lysine   5   and  16   of  
histone  H4  (Ac-­H4K5,  Ac-­H4K16)  in  Col-­0  ecotype.  The  results  showed  that  the  patterns  of  histone  acetylation  in  male  
meiocytes  were  meiosis  stage-­dependent  and  lysine  residue-­specific.    
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In   plant   sexual   reproduction,  meiosis   is   the   crucial   event   separating   sporophytic  
and  gametophytic  generations.  Despite  the   importance  of   its  applicative  potential,  
the  molecular  mechanisms  that  regulate  meiosis  are  not  well  understood.  The  aim  
of   this   study   is   to   identify   genes   involved   in   male   meiosis   in   tomato   and   in   the  
model   plant   A.   thaliana.   In   order   to   investigate   genes   expressed   during   male  
meiosis   in   tomato,   a   cell-­specific   transcriptional   profiling   will   be   applied   by   using  
meiocytes  at  pre-­meiotic/meiotic  stages  and  uninucleate  microspores.  These  cells  
were   captured   from   the   sectioned   anthers   using   Laser   Capture   Microdissection  
(LCM)  system.  Basically,  a  thermoplastic  film  adheres  to  the  cells  selected  with  an  
inverted  microscope.  Evidences   in  other  species   indicates  that  LCM  is  a  powerful  
tool  for  isolating  specific  tissue,  cell  types  and  organelles  in  a  manner  conducive  to  
the  extraction  of  RNA,  DNA  or  protein.    
In  A.   thaliana,   we   will   investigate   the   influence   of   histone   acetylation   on  
meiotic   recombination.   This   histone   post-­translational  modification  may   influence  
chromatin   structure   by   affecting   the   interactions   of   histones   between   adjacent  
nucleosomes  or  with  DNA  and/or  by  collectively  establishing  a  code  recognized  by  
downstream  effector  proteins  and  complexes.  Based  on  our  own  studies  of  a   line  
over-­expressing  the  histone  acetylase  gene  MCC  we  will  pay  particular  attention  to  
distribution   of   the   chiasmata   (CO   sites)   as   this   information   could   be   particularly  
valuable   for   applications   in   crop   species.   Knockout   mutant   lines   for   histone  
acetyltransferases   (HATs)   and   deacetylases   (HDACs)   have   been   analysing  
phenotypically  to  determine  if  there  is  any  effect  on  fertility.  Selected  lines  will  then  
be  analyzed  using  cytological  and  immunological  approaches.    
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